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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS
Abb.   Abbildung 
AKT   V-akt murine thyroma viral oncogene homolog 1 
ALS    Acid Label Subunit 
ATP    Adenosintriphosphat
BAD    BCL2-associated agonist of cell death
BCL    B-cell-lymphoma
bFGF    basic Fibroblast Growth Factor
BSA    Bovine Serum Albumin
Dest.    Destilliert
cDNA    complementary Desoxyribonukleinsäure
CO2    Kohlenstoffdioxid
CT    Computertomographie
DAPI    4´,6-Diamidin-2-phenylindol
DMEM   Dulbecco`s Modified Eagle Medium
DMSO    Dimethylsulfoxid
DNA    Desoxyribonukleinsäure
DPBS    Dulbecco´s Phosphate-Buffered Saline
EGFP    Enhanced green fluorescent protein
EGFR    Epidermal Growth Factor Rezeptor
ELISA    Enzyme-liked Immunosorbent Assay
ELK    Transkriptionsfaktor aus der Ets-Familie
ERK    Extracelllular-related-protein-kinase 
EZM    Extrazelluläre Matrix
FACS    Fluorescens-activated Cell Scan
FKS    Fetales Kälberserum
GH    Growth Hormone
GRB    Growth factor receptor-bound Protein
GSK    Glykogensynthase-Kinase
H-Ras    v-Ha-ras Harvey rat sarcoma voral oncogene homolog
HCL    Schwefelsäure
Her2    Human epidermal growth factor receptor 2
HRP    Horseradishperoxidase
IARC    International Agency of Research on Cancer
iFKS    hitzeinaktiviertes fetales Kälberserum
IGF    Insulin-like Growth Factor
4Abkürzungsverzeichnis
IGFBP    Insulin-like Growth Factor Binding Protein 
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OD-Wert   Optische Dichte-Wert
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PI3K    Phosphatidylinositol-3-Kinase
PIP3    Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat
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PKB    Proteinkinase B
RA    Retinoid Acid
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RXR    Retinoid X Receptor
SCLC    Small-cell lung cancer
SDS    Natriumlaurylsulfat
Tab.     Tabelle
TC    Tissue Culture- Oberflächenbehandlung
TGF    Tumor Growth Factor
TMB    3, 3´, 5 ,5´ Tetramethylbenzidine
TNF    Tumor necrosis factor
Tween20   Polysorbate 20 = Polyoxyethylen(20)-sorbitan-monolaurat
u.a.    unter anderem
VEGF    Vascular endothelial growth factor
WHO    World Health Organisation
z.B.    Zum Beispiel




Diese Arbeit beschäftigt sich mit dem Einfluss von Insulin-like Growth Factor 
Binding Protein 3 (IGFBP3) auf die tumorgenen Eigenschaften der Nicht-kleinzel-
ligen Bronchialkarzinom-Zelllinie H1299. Die folgenden Abschnitte sollen einen 
Überblick über die Relevanz von Lungenkrebs sowie Erklärungen zu den Begriffen 
„tumorgene Eigenschaften“, IGF- induziertes Wachstum einschließlich der Rolle 
von IGFBP3, und Erläuterungen zu der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie 
H1299 geben. 
1.1 LUNGENKREBS
Bösartige Neubildungen der Bronchien und der Lunge stehen an 4. Stelle der 
Todesur sachen in Deutschland und sind mit einem Anteil von rund 25% häufigste 
Krebstodes ursache bei Männern und mit einem Anteil von rund 15% zweithäu-
figste Krebstodesursache bei Frauen [1]. Die Neuerkrankungsraten sind seit dem 
Höhepunkt Ende der 1980er Jahre rückläufig, jedoch wird auf Grund der demogra-
phischen Entwicklung und der steigenden Inzidenzraten bei den Frauen wieder 
mit einem leichten Anstieg der Erkrankungsfälle bis 2020 gerechnet [1, 2]. Die 
in den letzten Jahren kontinuierlich ansteigende Inzidenzrate bei Frauen lässt 
sich im Wesentlichen auf den steigenden Anteil von Raucherinnen, Tabakrauch 
als wichtigster Risikofaktor, zurückführen [1]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt 
dabei ähnlich für Frauen bei 68 Jahren und für Männer bei 69 Jahren [2]. Leider 
ist trotz Fortschritten in den Diagnose- und Therapiemöglichkeiten die Mortali-
tät bei Patienten mit Lungenkrebs weiterhin sehr hoch, weshalb Lungenkrebs zu 
den prognostisch ungünstigen Tumoren gezählt wird. Dies spiegelt sich auch in 
der niedrigen relativen 5-Jahres-Überlebensrate von 21% bei Frauen und 16% bei 
Männern wieder, die sich in den letzten 20 Jahren nicht groß verändert hat [3]. Die 
Prognose ist dabei jedoch stark vom Tumorstadium, histologischen Subtyp und 
Allgemeinzustand des Patienten abhängig. Symptome bzw. klinische Zeichen wie 
Husten, gefolgt von Dyspnoe, Brustschmerz und Gewichtsverlust werden häufig 
erst in fortgeschrittenen Tumorstadien wahrgenommen und richtig gedeutet [1]. 
So werden Symptome, wie der über Wochen anhaltende Husten, häufig mit dem 
Rauchen und weniger mit einer Erkrankung begründet. Dabei zählt insbesondere 
die aktive Form des Rauchens weiterhin als Hauptrisikofaktor [3]. Bei Männern 
61 Einführung
1.1 Lungenkrebs
werden bis zu 9 von 10, bei Frauen mindestens 6 von 10 Lungenkrebserkran-
kungen auf das aktive Rauchen zurückgeführt. Passivrauch-, Radon- und andere 
Umweltbelastungen, unter anderem Feinstaub, können das Erkrankungsrisiko 
jedoch ebenfalls erhöhen [2, 3]. Weiterhin gibt es bisher leider noch keine eta-
blierte Maßnahme zur Krebsfrüherkennung. Aufgrund der derzeitigen Evidenzen 
wird weder eine Thoraxübersichtsaufnahme, noch die Sputumzytologie, die Bron-
choskopie oder das Screening mit Tumormarkern als mögliche Krebsfrüherken-
nungsmaßnahmen empfohlen [1]. Auch ein flächendeckendes Screening für das 
Lungenkarzinom mittels Computertomographie ist in Deutschland auf Grund der 
hohen Raten an falsch positiven Befunden derzeit noch nicht empfohlen [4]. 
Die Forschung an neuen Diagnose- und Therapiemöglichkeiten und deren Eta-
blierung im klinischen Alltag stellen wichtige Ziele der nahen Zukunft dar. 
Gleichzeitig zeigt sich dabei die Notwendigkeit auf, sich mit bereits bestehenden 
und teilweise bekannten Mechanismen und Sachverhalten zu beschäftigen, sie 
weiter verstehen zu lernen und Methoden und Wege weiter zu entwickeln. Die 
durchgeführten Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit, sollen einen Teil dazu 
 beitragen.  
 1.1.1 Histologische Einteilung
Histologisch können beim Lungenkarzinom nach Kriterien der WHO/ IARC 
vor allem 3 Hauptgruppen unterschieden werden: Das Adenokarzinom hat in 
 Deutschland den größten Anteil, gefolgt vom Plattenepithelkarzinom und klein-
zelligem Bronchialkarzinom [2]. In der Klinik wird jedoch häufig nach phänoty-
pischen Wachstumsmustern in Kleinzelliges und Nicht-kleinzelliges Bronchial-
karzinom unterschieden. Diese Einteilung begründet sich eher nach biologischem 
Verhalten, Prognose und Therapiemöglichkeiten. Kleinzellige Lungenkarzinome 
(SCLC – small cell lung cancer) machen etwa 12 -15% aller Lungenkarzinome aus 
und sind mit einer sehr hohen Zellteilungsrate und rascher Wachstumsprogredi-
enz gekennzeichnet [5]. Dies begründet die häufig noch schlechtere Prognose beim 
Kleinzelligen Lungenkarzinom. Der weitaus größere Teil der Lungenkarzinome 
stellt die Gruppe der Nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen. Zum Nicht-klein-
zelligem Bronchialkarzinom (NSCLC – non-small cell lung cancer) werden neben 
den häufigen Formen der Adenokarzinome und Plattenepithelkarzinome auch das 
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Großzellige Karzinom, das Adenosquamöse Karzinom, und einige  neuroendokrine 
Tumore gezählt [4]. In den letzten 15 Jahren konnte dabei sowohl bei den Frauen, 
als auch bei den Männern ein stärkerer Anstieg der Adenokarzinome im Vergleich 
zu den Plattenepithel- und zum kleinzelligen Karzinom beobachtet werden [2]. 
Da sich diese Arbeit mit einer Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom Zelllinie des 
Subtyps Adenokarzinom beschäftigt, wird nachfolgend auf diesen Typ näher ein-
gegangen. 
1.1.2 Stadieneinteilung und Therapieoptionen
Nach der Erstdiagnose, Sicherung und Differenzierung eines primären Nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms durch die Pathologie, wird eine gezielte Ausbrei-
tungsdiagnostik durchgeführt, um einen eventuellen Befall von Lymphknoten, 
Metastasen im Skelett, Leber, Nebennieren, ZNS oder anderen Regionen im Körper 
zu detektieren [4]. Die genaue Stadieneinteilung ist dabei, neben der Berücksichti-
gung des oft reduzierten Allgemeinzustands und des häufig durch kardiovaskuläre, 
pulmonale und altersbedingte Komorbidität eingeschränkten Patienten, wegwei-
send für den weiteren Therapieverlauf [4]. Die Einteilung der Stadien erfolgt dabei 
auf Basis der TNM und UICC8 Kriterien und reicht vom Stadium 0 (Carcinoma in 
Situ, keine Lymphknotenmetastasen, keine Fernmetastasen) bis zum Stadium IVb 
(jedes Tumorstadium, jedes Lymphknotenstadium und mehrere Fernmetastasen 
in einem oder mehreren Organen) [4]. Die jeweils auf die  Patienten angepasste 
Therapie der Lungenkarzinome ist sehr häufig multimodal mit Strahlentherapie, 
Chemotherapie oder simultaner Radiochemotherapie, die einer Operation sowohl 
als neoadjuvanter Therapie vorausgehend oder als adjuvanter Therapie folgen 
kann [6]. Für die Chemotherapie des Lungenkarzinoms gibt es dabei mehrere 
zugelassene Chemotherapeutika, die unselektiv das Zellwachstum hemmen und 
die Anzahl an Tumorzellen in einem Therapiezyklus um einen entsprechenden 
Prozentsatz reduzieren. Weitere Therapiezyklen sind nötig, um die Tumorzahl 
weiter zu verringern und absolut reduzieren zu können [7]. Die relative Selekti-
vität auf das Tumorgewebe wird dabei erst durch die Eigenschaft der hohen Tei-
lungsrate der Tumorzellen erreicht [7]. 
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1.1.3 Zugelassenes Chemotherapeutikum Cisplatin
Sowohl bei der primären (neoadjuvanten), der adjuvanten und der palliativen 
Chemotherapie, als auch bei der kombinierten Strahlenchemotherapie wird in 
der Therapie von Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen eine Cisplatin-haltige 
Kombination empfohlen [4, 5]. Cisplatin, auch cis-diamminedichloroplatimum(II) 
genannt, stellt einen planaren Komplex mit einem zentralen Platinatom, verbun-
den mit jeweils zwei cis-ständigen Chlor- und Amminliganden dar [8]. Seit der 
Entdeckung der zytotoxischen Eigenschaften von Cisplatin in den 1960er Jahren 
durch Rosenberg spielt Cisplatin eine große Rolle in der Behandlung von Tumo-
ren [8]. Cisplatin-Kombinationstherapien stellen die Basisbehandlung für viele 
unterschiedliche Tumore, wie z.B. Lungen-, Brust-, Hirn-, Ovarialtumoren dar. 
Nach der Aufnahme von Cisplatin in die Zellen kommt es zur Abspaltung der 
Chloridatome und ersetzen dieser durch Wassermoleküle [8]. Der Aqua- Cisplatin-
Komplex ist nun stark elektrophil und reagiert bevorzugt mit N7- Atomen von 
Guanin und Adenin [8]. Dies führt zu Querverknüpfungen innerhalb eines DNA-
Stranges aber auch zwischen benachbarten DNA-Strängen. Hemmung der DNA- 
Replikation und damit Hemmung der Zellteilung sind die Folgen. Neben der 
DNA-schädigenden Querverknüpfung induziert Cisplatin oxidativen Stress und 
Sauerstoffradikale (reactive oxygen species) in Tumorzellen [8]. Dies führt eben-
falls zur Schädigung zellulärer Proteine, Lipiden und der DNA sowie zur indu-
zierten Apoptose und somit zum Zelltod [8]. Cisplatin als zytotoxisches Chemo-
therapeutikum führt zum Absterben der Tumorzellen durch Schädigung der 
DNA, Inhibierung neuer DNA-Synthese und Mitose sowie durch Induzieren von 
Apoptose [8]. Neben dem positiven Effekt der Tumorverkleinerung hat Cisplatin 
jedoch auch starke Nebenwirkungen u.a. Übelkeit und Erbrechen sowie Nephro-
toxität, Polyneuropathien, Ototoxität, Hämatotoxität, Elektrolytverschiebungen, 
Kardiotoxität und  Diarrhoe [5]. Steigende Resistenzentwicklungen durch Muta-
tionen stellen ebenfalls Herausforderungen in der Therapie und Behandlung von 
Krebspatienten dar [8]. Dennoch gehört Cisplatin zu den wirksamsten Einzel-
substanzen, die in Kombination mit anderen Chemotherapeutika (z.B. Taxanen, 
 Gemcitabin,  Vinorelbin) als „First line“- Therapeutikum in der Behandlung von 
NSCLC eingesetzt wird [5]. Es stellte demnach ein geeignetes Chemotherapeuti-





Unter dem Begriff „Tumor“ (Lat. tumor = Wucherung, Geschwulst, Schwellung) 
versteht man im weiteren Sinne erst einmal eine Zunahme des Volumens eines 
Gewebes. Viel mehr spricht man jedoch im engeren Sinne von Neoplasien, also 
Neubildungen, die durch Fehlregulationen von Genen, die v.a. Wachstum, Zell-
verlust (Apoptose) und die Zelldifferenzierung regulieren, entstehen [9]. Abhän-
gig von der Dignität, also z.B. der Fähigkeit Metastasen zu bilden sowie invasiv 
zu wachsen, unterscheidet man benigne (gutartige) von malignen (bösartigen) 
Tumoren.  NSCLC zählt hierbei zu den letzteren genannten und zeichnet sich wie 
andere maligne Neoplasien durch bestimmte Eigenschaften aus, die für den klini-
schen Verlauf und somit auch für die Prognose mitentscheidend sind. 
1.2.1 Tumorentstehung und Proliferation
Die Kanzerogenese ist ein sehr komplexer und schrittweiser Prozess. Die Initia-
tion, der erste Schritt zur malignen Entartung, betrifft in der Regel einzelne Zel-
len und indiziert nur wenige phänotypische Veränderungen. Mutationen betref-
fen dabei Signalgene in zellulären Regelkreisen, die Zellzyklus, Apoptose und 
Differenzierung regulieren [10]. Die Initiation erfolgt nur in proliferationsfähigen 
Zellen und hat die Hemmung der terminalen Differenzierung sowie eine erhöhte 
Proliferation der Tochterzellen als Folge [10]. Diese initiale Entartung bringt für 
die betroffene Zelle jedoch nur einen geringen Wachstumsvorteil, so dass es der 
anschließenden Tumorpromotion bedarf, die zur präferenziellen Vermehrung 
dieser initiierten Zellen führt. Die längere Einwirkungsdauer (Monate oder Jahre) 
von initiierenden und fördernden Reizen auf die Krebsentstehung ist in der Regel 
mit dem Wachstum und phänotypischen Veränderungen der normalen Zellen im 
Zielgewebe verbunden [10]. Als Tumorpromotoren können dabei sowohl exogene 
Substanzen, kalorische Überernährung, Kanzerogene des Tabakrauchs wie auch 
endogene Faktoren, Hormone und Wachstumsfaktoren wirken. Dabei reagieren 
während der Tumorpromotion initiierte Zellen stärker als normale Zellen auf die 
Wachstumsreize, die Promotion erfolgt also selektiv [10]. Im dritten Schritt, der 
Tumorprogression, treten nun Mutationen in mehreren Onkogenen und Tumor-
supressorgenen nebeneinander auf und führen zu einer Vielzahl an Störungen in 
verschiedenen zellulären Signalwegen und Funktionen [10]. Die erworbene Eigen-




tum. Die Wachstumsrate ist dabei eine für jeden Tumor charakteristische Größe, 
welche aus einer Dysregulation zwischen Proliferation und Absterberate resul-
tiert. Bei Neoplasien geht diese Dysregulation immer mit einem Wachstumsüber-
schuss einher, bedingt also die Größenzunahme und ist tumorbildender Faktor in 
neoplas tischen Prozessen [10]. 
Maligne Tumoren, wie das NSCLC, zeichnen sich durch ein sehr destruierendes, 
schnelles Wachstum aus, mit der Fähigkeit auch außerhalb des Ursprungsgewebes 
zu überleben und zu wachsen. Wie lässt sich dieses Wachstum aufhalten? Haben 
Proteine, wie das IGFBP3, Einfluss auf die Proliferation der Tumorzellen? 
1.2.2 Invasion
Die Fähigkeit der Tumorzellen, das normale Gewebe zu infiltrieren und zu zerstö-
ren, stellt das entscheidende Merkmal maligner Tumore dar. Dementsprechend ist 
das normale Gewebe beim malignen Tumor schon makroskopisch unscharf vom 
Tumorgewebe abzugrenzen und die Struktur des Parenchyms zerstört [9]. 
Tumorzellinvasion erfordert dabei die Bindung der Tumorzelle an Elemente der 
Extrazellulären Matrix und die lokale Proteolyse der umgebenden Matrix [10]. 
Insgesamt beruht das Phänomen der Invasion auf Veränderungen der Zusammen-
setzung der Komponenten der EZM und der entsprechenden zellulären Rezep-
toren sowie auf Depotfunktionen der EZM für Zytokine, Wachstumsfaktoren, 
Motilitätsfaktoren, Enzyme und Enzyminhibitoren [10]. Die EZM stellt dabei ein 
entsprechend der Funktion variables Netzwerk aus Kollagenen, Hyaloronsäuren, 
Proteoglykanen und Glykoproteinen dar, das Zellen in einem Gewebe zusammen-
hält, so eine mechanische Stütze darstellt und Vorraussetzungen für die lokale 
Invasion der Tumorzelle schafft [10]. Wenngleich die EZM vielfältige Aufgaben 
in der Tumorprogression erfüllt, stellt die Impermeabilität der Basalmembran 
eine Barriere für destruktiv wachsende Tumorzellen dar, die mithilfe matixdegra-
dierender Enzyme überwunden werden müssen. Hauptkomponenten sind dabei 
neben unspezifischen Proteasen, wie Trypsin und Cathepsin, das Plasminsystem 
und Matrix-Metalloproteinasen [10]. MMP sind eine große Familie extrazellulärer 
und membrangebundener proteolytischer Enzyme. MMP-1, auch Kollagenase 1 
genannt, wird neben Fibroblasten, Endothelzellen, Makrophagen und anderen 




schneidet natives Kollagen vom Typ I, II, III, V und VI [10]. Klinische Studien bele-
gen eine direkte Korrelation zwischen einer erhöhten Expression dieser Enzyme 
und der Invasivität von Tumoren [11]. Doch wie beeinflussen andere Proteine, wie 
das IGFBP3, die Expression von MMPs? Führt die Überexpression von IGFBP3 zu 
Veränderungen bei der Invasivität der H1299- Zellen?
Die Fähigkeit der Tumorzellen zum invasiven Wachstum führt darüber hinaus zu 
Einbrüchen in Lymph- und Blutgefäße, so dass es zur Verschleppung von Tumor-
zellkomplexen und Weiterwachsen an anderen Stellen kommt [9]. 
1.2.3 Migration
Die Fähigkeit zur Migration in das umgebende Gewebe, Gefäßsystem und vom 
 Primärtumor entfernt lokalisierte Organe, ist neben dem lokalen, invasiv-destru-
ierendem Wachstum wesentliches Merkmal von malignen Tumorzellen [10]. Da 
der Prozess der Metastasierung große Bedeutung in der Therapie und Prognose des 
Patienten hat, sind Verständnis und weitergehende Untersuchungen zur Mecha-
nik wichtige Voraussetzung bei der Entwicklung neuer therapeutischer Konzepte. 
Migration ist dabei neben der Tumormetastasierung auch bei unterschiedlichen 
physiologischen Vorgängen wie z.B. Wundheilung oder Embryonalentwicklung 
von wesentlicher Bedeutung. Das Prinzip der Migration ist dabei überall ähnlich 
und läuft nach einem bestimmten Muster ab. Der erste Schritt ist gekennzeichnet 
durch die Polymerisierung von Aktin, wodurch die Zelle elongiert und polar wird. 
Es kommt zur Ausstülpung und Bildung eines vorderen Pseudopods, der mittels 
Adhäsionsmoleküle, vor allem durch Integrine, Kontakt zur umliegenden Matrix 
aufnimmt [12]. Bei diesen Interaktionen spricht man auch von fokalen Kontakten 
oder Adhäsionen, wodurch zusätzlich Transmembranproteasen rekrutiert wer-
den und proteolytische Funktionen gegen umliegende Gewebsstrukturen ausge-
übt werden. Über Quervernetzung und Stabilisierung der Aktinfilamente durch 
 Aktin-bindende Proteine, wie z.B. Myosin II, erfolgt die Kontraktion des Zellkör-
pers, wodurch auch das hintere Ende der Zelle in Migrationsrichtung an Matrix-
strukturen entlang gleitet [12]. Durch mehrfaches Wiederholen dieser Phasen 
wandern Tumorzellen, erreichen umliegendes Gewebe, Blut- und Lymphgefäße 






Tumorprogression und Metastasierung sind zwingend abhängig von der Versor-
gung des wachsenden Tumors mit einem Netzwerk funktioneller Blutgefäße, die 
einerseits den Tumor mit Nährstoffen versorgen, anderseits Stoffwechselpro-
dukte abtransportieren [10]. Die meisten Tumore induzieren das Wachstum von 
Blutgefäßen aktiv, indem lösliche angiogene Wachstumsfaktoren wie bFGF und 
VEGF sezerniert werden, die parakrin auf die umliegenden Mikrogefäße wirken 
und das aussprossen neuer Kapillare induzieren. Die Produktion von Angioge-
nesefaktoren in Tumorzellen ist dabei primär sauerstoffabhängig über Hypoxie-
gradienten reguliert [10]. So kommt es bei Sauerstoffmangel zur Produktion von 
 hypoxie-induzierten Faktoren, welche zur Freisetzung u.a. von bFGF und VEGF 
führen. Das extrazelluläre Signal wird anschließend über Bindung an Rezeptoren 
ins Zellinnere weitergeleitet und es kommt letztendlich zur Bildung neuer Kapil-
laren und zum Wachstum von Blutgefäßen [10]. 
Wachstum, Invasion und Angiogenese scheinen Prozesse zu sein, die miteinan-
der im Zusammenhang stehen und sich gegenseitig beeinflussen. Dieses Gefüge 
aus dem Gleichgewicht zu bringen, ist ein Ziel der Tumortherapie und ein ebenso 
wesentlicher Forschungsinhalt, so auch in dieser Arbeit. 
1.3 IGF-ACHSE
Vor allem die Verständnisgewinnung über Zellwachstum, deren Regulation und 
Beeinflussung nimmt einen großen Teil der Krebsforschung ein. Eine wichtige 
Rolle dabei spielt der Insulin-like growth factor- Signalweg. Insulin-like growth 
factors (IGFs) sind Wachstumshormone mit einer hohen strukturellen Ähnlichkeit 
zu Insulin. Seit der ersten Beschreibung durch Salmon und Daughady im Jahre 
1957 fanden viele Untersuchungen zur Funktion von IGF statt und es gewann 
zunehmend an Bedeutung bei der Regulation von Zellwachstum und Apoptose, 
u.a. auch bei Tumoren [13]. IGFs sind Teil eines Systems, auch als IGF-Achse 
bezeichnet, welches neben IGF-1 und IGF-2 noch aus Transmembranrezeptoren 




1.3.1 IGF und IGF-Rezeptoren
Die wachstumsbeeinflussenden Polypeptide IGF-1 und IGF-2 haben direk-
ten regulierenden Einfluss auf Zellfunktionen, durch Interaktion mit spezifi-
schen Rezeptoren, die zur Aktivierung mehrere intrazellulärer Signalkaskaden 
führt [15]. IGF-1 und IGF-2 werden dabei von zwei unterschiedlichen Genen 
exprimiert, die unabhängig voneinander reguliert werden [15]. Die Bildung von 
IGF-1 findet hauptsächlich in der Leber jedoch auch in vielen anderen Organen 
wie Niere, Lunge und Knochen statt und wird vermehrt durch Stimulation durch 
das Growth Hormon (GH) produziert [13, 15]. Im Gegensatz dazu unterliegt die 
Produktion von IGF-2 weniger der Stimulation durch GH, sondern vielmehr ande-
ren Hormonen und gewebsspezifischen Wachstumsfaktoren [14, 15]. Beide IGFs 
werden in verschiedenen menschlichen Geweben prä- und postnatal gebildet. Das 
in der Leber gebildete IGF kann im Blutstrom zirkulieren und endokrin wirken. 
Nach Bildung in anderen Geweben kann IGF jedoch auch parakrin und autokrin 
wirken, meist bei der Beeinflussung der Interaktion zwischen Bindegewebs- und 
epithelialen Zellverbänden [13].  
Die regulatorische Wirkung auf Zellproliferation und Apoptose erfolgt nach der 
Bindung der Liganden an IGF-Rezeptoren, hauptsächlich nach der Bindung an 
den IGF-1R. Sowohl IGF-1, als auch IGF-2 binden mit einer hohen Affinität an den 
IGF-1R [16]. Dieser ist ein transmembran-Tyrosinkinase-Rezeptor, der homolog 
zum Insulin-Rezeptor (IR) aus zwei extrazellulären a-und zwei intrazellulären 
b- Untereinheiten aufgebaut ist, die durch mehrere Disulfidbrücken miteinan-
der verbunden sind [16]. Die Aktivierung des IGF-1R ist dabei einerseits maß-
gebender Antrieb der Signalkaskade, die zum Zellwachstum führt, andererseits 
lässt sich ein Zusammenhang zwischen der Expressionsrate des IGF-1R und der 
Induktion von Programmierten Zelltod aufzeigen. Zellen mit einem geringeren 
IGF-1R-Level zeigen eine höhere Anfälligkeit für Programmierten Zelltod [16, 17]. 
Im Gegensatz dazu ist der IGF-2R nicht an der Regulation von Apoptose beteiligt, 
sondern ist vielmehr eine zusätzliche Kontrolle zur Regulation des IGF-2-Levels. 
Die extrazelluläre Domäne des IGF-2R dissoziiert nach proteolytischer Spaltung 
von der Zellmembran und bindet sowie ermöglicht die Zersetzung des im Blut-
strom zirkulierenden IGF-2 [13, 16]. Neben IGF-1R & -2R, und dem IR, der jedoch 
IGF-1 und -2 nur mit einer geringen Affinität bindet, gibt es außerdem Insulin-
IGF-1-Hybrid Rezeptoren.  Diese bestehen aus einer Hälfte IR und aus der anderen 
Hälfte  IGF-1R, binden IGF-1 ebenfalls mit hoher Affinität und sind ein weiteres 





Die Übertragung von Signalen erfolgt ausgehend von der Bindung der Liganden 
IGF-1 und IGF-2 an der extrazellulären, cysteinreichen Region der a- Unterein-
heit des IGF-1R, der damit verbundenen transmembranen Signalweiterleitung zur 
b-Untereinheit und der Konformationsänderung dieser [16]. Die Liganden-indu-
zierte Konformationsänderung führt zur Autophosphorylierung der intrazellulä-
ren Tyrosinkinase, so dass es zur Aktivierung des IGF-Signalweges kommt. Wei-
tere Phosphorylierungen, inklusive des Insulin-Rezeptor-Substrats (IRS-1) und 
dem Shc-Adaptor Proteins folgen und aktivieren so verschiedene Signalkaskaden 
[14, 16].  
Einerseits kann durch aktiviertes Shc-Protein nachfolgend das Growth factor 
rezeptor-bound protein 2 (GRB2) gebunden werden, welches über weitere Pro-
teinaktivierungen den Ras/Erk-Signalweg stimuliert. Dies hat zur Folge, dass der 
Transkriptionsfaktor ELK-1 phosphoryliert und aktiviert sowie die Genexpression 
stimuliert wird und dies letztendlich zum Zellwachstum führt [16]. 
Andererseits wird durch Phosphorylierung des IRS-1 die Phosphoinositid-3-Ki-
nase (PI3K) aktiviert, was ein Anstieg von Phosphatidylinositol 3, 4, 5-triphos-
phat (PIP3) zur Folge hat. Über weitere Aktivierungen u.a. von der V-akt murine 
 thymona viral oncogene homolog 1 (AKT/(PKB)) und Phosphorylierung des 
 BCL2-associated agonist of cell death (BAD), kann die Bindung zwischen BAD und 
Bcl-2 aufgehoben werden und Bcl-2 so seine anti-apoptotische Wirkung ausfüh-
ren [16]. Außerdem wird durch die Aktivierung von AKT der hemmende Einfluss 
von TSC auf mTOR aufgehoben. MTOR liegt in Komplexen mit anderen Proteinen 
vor und hat sehr vielfältigen Einfluss. Es trägt neben der Kontrolle von Transkrip-
tionsfaktoren wesentlich zur Regulation der mRNA Translation und damit bei der 
Kontrolle der Proteinsynthese und der für den Membranaufbau proliferierender 
Zellen notwenigen Lipidsynthese bei [18]. Außerdem beeinflusst es positiv Zell-
metabolismus und ATP-Produktion, hat Funktionen bei der Organisation des 
Zytoskeletts und beim Zellüberleben [18]. 
Daneben führt die Aktivierung von AKT zur Konzentrationserhöhung von 
Bcl-2 und  Bcl-X, zur verstärkten Genexpression von NF-kB und somit zur 




BAD auch die Caspase 9, welche dadurch inaktiviert wird und als Initiator-
caspase bei der Apoptose nicht zur Verfügung steht. Der Glukosemeta-
bolismus wird positiv beeinflusst, indem GSK-3b inhibiert wird [16, 19]. 
Somit wird hier neben der Regulation von Zellwachstum und Proliferation der 
zweite wichtige Effekt, die Unterbrechung der Apoptose und damit das Zellüber-
leben reguliert.
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Abb. 1: IGF- Signalweg
Schematische Darstellung des IGF-Signalwegs. Nach Bindung der Liganden IGF-1 und 
IGF-2 am IGF-1R kommt es zur Aktivierung verschiedener Proteine und zweier Haupt-
signalwegen: PI3K/AKT und Ras/MAPK. PI3K/AKT führt u.a. zu einer verminderten 
Apoptose, einem Anstieg der Proteinsynthese und einem Anstieg des Glukosemeta-
bolismus. Ras/MAPK aktiviert eine Kinasen-Kaskade, welche letztendlich zu einer 
verstärkten Zellproliferation durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie z.B. 
ELK1/2, führt. Die Ligandenaktivität ist dabei über die extrazelluläre Bindung durch 
IGFBPs reguliert. Daneben gibt es IGF-unabhängige Effekte durch direkte Interak-






Die biologische Aktivität der IGF-Liganden und damit verbunden die Regulation 
der Signalkaskade mit Einfluss auf Zellwachstum und das Zellüberleben wird 
unter anderem durch 6 IGF-Bindungsproteine (IGFBP1- IGFBP6) gesteuert. Wie 
IGFs können auch IGFBPs in fast allen Geweben gebildet werden und dabei wich-
tige parakrine und autokrine Funktionen beim Zellwachstum haben [20]. Die im 
Blut zirkulierenden IGFBPs werden überwiegend von Kupferzellen in der Leber 
synthetisiert und unterliegen dabei vorwiegend der Stimulation durch GH und 
Insulin [13, 20]. Die IGFBP3-Expression in lokalen Geweben ist daneben durch 
eine Reihe von Pro-apoptotischen und wachstumsinhibierenden Faktoren, wie 
z.B. Transforming Growth Factor- b (TGFb), Tumor Nekrosis Faktor-a (TNFa), 
Retinoid acid (RA), Vitamin D, Antiestrogene und Antiandrogene sowie Tumorsu-
pressoren reguliert [20, 21].  
IGF-1 hat mit ca. 150-400 ng/ml eine für Hormone relativ hohe Konzentration im 
Blutplasma, liegt jedoch in freier Form weniger als 1% vor und hat ungebunden 
nur eine Halbwertszeit von ungefähr 10 min. Die fast vollständige Bindung durch 
IGFBPs erhöht die Halbwertszeit auf mehr als 12 Stunden, wobei IGFBP3 als Haupt-
bindungsprotein fungiert [13, 22]. Die Bindung erfolgt in einem heterotrimeren 
Komplex zusammen mit der dritten Komponente der Acid-Labile Subunit (ALS). 
Diese säurelabile Untereinheit stabilisiert den IGF-IGFBP-Komplex, verhindert so 
den Abbau von IGF und trägt zur Verlängerung der biologischen Halbwertszeit 
bei. Nur nach Dissoziation in heterodimere Komplexe, als IGFBP-IGF-Komplex, 
gelangt das IGF aus dem Blutstrom durch das Endothel zum Zielgewebe und kann 
dort nach Proteolyse vom IGFBP durch spezifische Proteasen an den IGF-1R bin-
den [13, 14]. Diese Proteolyse der IGFBPs durch hauptsächlich Serin-Proteasen, 
Matrix-Metallo-Proteinasen und Cathepsine in kleineren Fragmenten, verringert 
die hohe Affinität zu IGF. In Folge dessen wird die Bindung von IGF an Rezep-
toren möglich und der IGF-Signalweg aktiviert [13]. IGFBP-Proteasen regulieren 
neben der Bioverfügbarkeit von IGF in Geweben und der Affinitätserhöhung von 
IGF zum IGF-R jedoch auch die Katalyse der hydrolytischen Spaltung von IGFBPs 




1.3.3.1 Struktur von IGFBP3
Die Proteinfamilie der IGFBPs beinhaltet 6 strukturell ähnliche, multifunktio-
nelle, extrazelluläre Proteine, die eine molekulare Masse von 22,8 bis 31,3 kDA 
aufweisen [23]. Insgesamt 3 Domänen mit ungefähr gleicher Größe, jedoch unter-
schiedlichen Subdomänen und jeweilig anderen Funktionen formen die IGFBPs. 
Die N-Domäne des IGFBP3 beinhaltet 6 Disulfidbrücken und enthält als funk-
tionelle Subdomänen neben einer Bindungsstelle für IGF noch eine weitere Bin-
dungsmöglichkeit für Insulin sowie Hinweise für eine Subdomäne für IGF-unab-
hängige Inhibierung von Mitogenese [23]. Die C-Domäne des IGFBP3 ist mit 3 
Disulfidbrücken ebenfalls Cystinreich und enthält ebenfalls Bindungsstellen für 
IGF. Da die IGF-Bindung an beiden Enden stattfindet, geht man hier von einer Art 
IGF-Bindungs-Tasche aus. Daneben beinhaltet die C-Domäne eine Heparin-Bin-
dungs-Stelle sowie eine Bindungsmöglichkeit für ALS, für die heterotrimere Kom-
plexbildung und eine Subdomäne mit der Funktion der Signalübermittlung zur 
Translokation in den Nucleus [23]. Die Zentrale Domäne zeigt weniger essenti elle 
Subdomänen und enthält auch keine Disulfidbrücken. Jedoch wurden in der Zen-
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur von IGFBPs
IGFBPs sind strukturell sehr ähnlich aufgebaut. Sie beinhalten 3 Domänen mit unter-
schiedlichen Funktionen, wobei IGF sowohl von der N-Domäne, als auch von der 
C-Domäne gebunden wird. Des Weiteren gibt es Bindungsstellen für ALS sowie Sub-
domänen mit Signalstellen zur Translokation zum Nucleus und Stellen für posttrans-
lationale Modifikationen [23]. 
1.3.3.2 Funktionale Rolle von IGFBP3
IGFBP3 ist mit 70-80% Bindung des im Blutplasma zirkulierenden IGFs Hauptbin-
dungsprotein und erfüllt daher neben der starken Erhöhung der IGF-Halbwerts-
zeit mehrere Aufgaben [23, 24]. Einerseits wirkt IGFBP3 wachstums-inhibierend, 
indem durch hohe Affinität zum IGF die Bindung von IGF an den IGF-1R reguliert 
und so die Liganden-Rezeptor-Interaktion gesteuert wird. Andererseits verbessert 
es in einigen Fällen auch die IGF- Wirkung, indem IGFBP3 als lokaler Speicher für 
IGF fungiert, die kontinuierliche Abgabe und Präsentation von IGF an den IGF-1R 
kontrolliert und somit wachstums-fördernd wirkt [13, 20]. IGFBP3 gilt daher als 
Modulator des zirkulierenden IGFs mit Einfluss auf die, aus dem IGF-Signalweg 
resultierenden, diversen biologischen Effekte, wie Zellproliferation, Differenzie-





Neben der Möglichkeit IGF-Funktionen sowohl hemmend als auch verstärkend zu 
beeinflussen, gibt es IGF/IGF-1R-unabhängige, antiproliferative und pro-apopto-
tische Effekte von IGFBP3. Auch wenn der Mechanismus dahinter noch nicht aus-
reichend verstanden ist, so sind Interaktionen zwischen IGFBP3 und anderen, sich 
an der Zellmembran befindlichen Rezeptoren, wie z.B. TGFb-Rezeptoren, denkbar 
[25]. Des Weiteren wurden Translokationen in den Nucleus und damit Einfluss auf 
Genexpression von Apoptose-Genen und anderen zellwachstums-inhibitierende 
Gene beschrieben [20]. Eine Assoziation zwischen IGFBP3 und dem Retinoid X 
Rezeptor a (RXR-a) im Nukleus könnten dabei die IGF/IGF-1R-unabhängigen 
Effekte auf Zellwachstum und Apoptose miterklären, da der RXR-a eine Schlüs-
selrolle bei der Regulation von Gentranskription hat [20]. Durch die Interaktion 
IGFBP3 mit dem RXR-a wäre es möglich, dass Signalweiterleitungen durch die 
eigentlichen RXR-a-Liganden und andere RXR-a-Partner blockiert werden und 
dies zu einer Wachstums-Inhibierung führt. Die Verbindung zwischen mehreren 
Signalwegen hebt auch hier die Komplexität von Zellwachstum und deren Regu-
lation auf ein höheres Level. Genauere Erklärungen und eine bessere Verständnis-
gewinnung sind notwendig, um den genauen Einfluss und die verantwortlichen 
Mechanismen erklären zu können. 
Insgesamt lassen sich jedoch verschiedene, gegensätzliche Qualitäten von IGFs 
und IGFBP3 in Bezug auf Tumoren aufzeigen. Während IGFs für mitogene und 
zellüberlebende Einflüsse bekannt sind, können diese Effekte durch IGFBP3 direkt 
extrazellulär antagonisiert werden oder auch durch IGF-unabhängige, pro-apop-
totische Signale inhibiert werden [22]. Inwiefern IGFBP3 tatsächlich Einfluss auf 
das Wachstum, die Migration und die Invasion der NSCLC-Zelllinie H1299 hat, 
sollte im Rahmen dieser Arbeit untersucht werden. 
1.4 ZELLKULTUREN
Die Isolierung von Zellen aus einem spezifischen Gewebe bzw. Zellverband und die 
anschließende Vermehrung und Kultivierung in vitro ist seit den 1950er Standard 
in biologischen und medizinischen Laboren. Zellkulturen zeigen dabei verschie-
dene Eigenschaften, wie z.B permanent oder finit, adhärent oder in Suspension 
wachsend, auf, die bei der Kultivierung mit beachtet werden müssen [25].  
Tumorzelllinien zählen, wie auch die nachfolgend genauer beschriebenen 
H1299-Zelllinie, zu den permanenten Zellkulturen, die sich durch die Transfor-





Bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinie H1299 handelt es sich 
um eine in der Forschung häufig verwendeten, menschlichen, nicht-kleinzellige 
Lungenkarzinom-Zelllinie vom Typ Adenokarzinom, die ursprünglich aus einer 
Lymphknotenmetastase von einem männlichen, 43 Jahre alten Kaukasier gewon-
nen wurde. Morphologisch gesehen sind H1299- Zellen Epithelialzellen, die adhe-
rent wachsen und eine homozygote partielle Deletion des Proteins p53 aufweisen 
[26]. In Folge dessen ist die Expression des Proteins p53 nur unvollständig, was 
teilweise die Proliferationsrate positiv begünstigt. 
Neben den H1299-Zellen, welche als Kontrollzellen fungierten, wurden in dieser 
Arbeit H1299-Zellen mit einem Vektor (pIRES-EGFP) transfiziert, in dem die cDNA 
für IGFBP3 eingebaut war.
1.4.2 pIRES-EGFP-Vektor
Vektoren sind Transportvehikel wie z.B. Plasmide, Viren oder Bakteriophagen, die 
zur Übertragung und zum Einbau fremder DNA-Sequenzen in eine Wirtszelle ver-
wendet werden. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Vektor, handelt es sich um 
ein Plasmid. Plasmide sind doppelsträngige DNA-Moleküle, die eine Startstelle für 
die DNA-Polymerase besitzen und sich deswegen unabhängig vom bakteriellen 
Chromosom replizieren. Nach Lyse der Bakterien können Plasmide durch Fällung 
mit Salzlösung und Zentrifugation von bakteriellen Chromosomen abgetrennt 
und isoliert werden sowie für die Gentechnik nutzbar gemacht werden [27]. Um das 
Einfügen der fremden DNA zu erleichtern verfügen die für gentechnische Zwecke 
verwendeten Plasmide über eine sog. Polyklonierungsstelle auch MCS (multiple 
cloning site) genannt, in der häufig verwendete Restriktionsendonucleasen einge-
fügt sind. Wählt man nun eine Restriktionsendonuclease aus, welche die Fremd-
DNA an beiden Seiten des zu klonierenden Gens spaltet und schneidet damit auch 
das Plasmid, so können anschließend Fremd-DNA und Plasmid-DNA miteinan-
der verbunden werden [27]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die cDNA für IGFBP3 
als Fremd-DNA in den Vektor eingefügt und so in die H1299-Zellen eingebracht. 
Daraus resultierte bei den transfizierten Zellen eine dauerhafte Überexpression 
von IGFBP3, die für die Untersuchungen zum Einfluss des Proteins auf tumorgene 
Eigenschaften der Zelllinie genutzt wurde. 
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Insgesamt ist der pIRES-EGFP Vektor 5,3kb lang und erhielt seinen Namen einer-
seits durch die zusätzlich eingefügte interne ribosomale Eintrittsstelle (inter-
nal ribosome entry site; IRES) und das ebenfalls enthaltende enhanced green 
 flurescent protein (EGFP) [28]. 
Die permanente Expression von EGFP erlaubt dabei sowohl die Kontrolle der 
Transfektionsrate als auch das Sortieren nach EGFP-positiven (transfizierten) 
Zellen und nach EGFP-negativen (nicht-transfizierten) Zellen.
2 ZIELSTELLUNG
Laut aktueller Meinung des Robert Koch Institut erkrankt jede zweite Frau und 
jeder zweite Mann im Laufe seines Lebens an Krebs [3]. Lungenkrebs nimmt mit 
Platz 2 bei Männern und Platz 3 bei Frauen der häufigsten Tumorlokalisationen 
aller Krebsneuerkrankungen in Deutschland eine wesentliche Rolle ein [3]. Die 
Plätze 1 bei den Männern und 2 bei den Frauen im Ranking der Krebssterbefälle 
für Lungenkrebs und die im Vergleich eher ungünstige Prognose [3], spiegelt die 
Bedeutung von Lungenkrebs in der Medizin und die Notwenigkeit der Neu- und 
Weiterentwicklung von Diagnose- und Therapieoptionen wieder. 
Die Forschung spielt in Bezug auf Verständnisgewinnung über Tumoren, Zell-
wachstum, deren Regulation und Beeinflussung weiterhin eine wesentliche Rolle. 
Zellwachstum, Invasion, Migration und Angiogenese sind Prozesse, die mitein-
ander im Zusammenhang stehen und sich gegenseitig beeinflussen. Wege, dieses 
Gefüge aus dem Gleichgewicht zu bringen, stellen bereits Ziele von Therapien 
da, und bieten ebenso Möglichkeiten neue Anhaltspunkte zu finden. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde die mögliche therapeutische Bedeutung von IGFBP3 in 
vitro untersucht. IGFBP3 wird in der Literatur als Hauptbindungsprotein für IGF 
beschrieben [23, 24]. Bedingt durch die hohe Affinität zum IGF und deren fast 
vollständige Bindung fungiert IGFBP3 als lokaler Speicher für IGF und reguliert 
so dessen kontinuierliche Abgabe und Präsentation an den IGF-1R [13]. Die dar-
aus resultierenden wachstums-fördernden Effekte werden in der Literatur IGFBP3 
zugeschrieben [13]. Anderseits sind jedoch auch wachstums-inhibierende Effekte 
von IGFBP3, durch IGF/IGF-1R- unabhängige, antiproliferative und pro- apoptoti-
sche Effekte, in der Literatur beschrieben [20]. IGFBP3 gilt daher als Modulator des 
zirkulierenden IGFs mit Einfluss auf die, aus dem IGF-Signalweg resultierenden, 
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diversen biologischen Effekten, wie Zellproliferation, Differenzierung, Metaboli-
sche Aktivität und Zellüberleben via anti-apoptotischer Signalwege. Die genaue 
Rolle von IGFBP3 beim Zellwachstum und die Zelleigenschaften beeinflussenden 
Regulationsmechanismen sind bisher nicht eindeutig geklärt worden und werden 
in der Literatur kontrovers diskutiert. IGFBP3 als möglicher Wachstumshem-
mer in Tumorzellen würde neue therapeutische Ansatzpunkte aufzeigen, jedoch 
bedarf es dafür wesentlich mehr, weiterführende Untersuchungen, um den Ein-
fluss von IGFBP3 auf Zellmechanismen besser zu verstehen und genauer erklären 
zu  können. 
Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von IGFBP3 auf die tumorgenen Eigenschaf-
ten der NSCLC- Zelllinie H1299 in vitro zu untersuchen und damit zur Erkenntnis-
gewinnung beizutragen. Die Annahme, dass IGFBP3 freies IGF-1 bindet, welches 
im Weiteren den Zellen nicht mehr zu Verfügung steht, stellte dabei eine grundle-
gende Hypothese dar. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit beinhalteten 
folgende Fragestellungen: 
1. Führt die Überexpression von IGFBP3 zu einer Verminderung von  
  freiem IGF?
2. Führt die Überexpression von IGFBP3 zu Veränderungen der tumorgenen   
  Eigenschaften wie Wachstum, Migration und Invasion bei H1299-Zellen? 
3. Inwieweit hat die Überexpression von IGFBP3 Einfluss auf die Produktion  
  von Angiogenese-stimulierenden Faktoren (bFGF und VEGF)? 
4. Führt die Überexpression von IGFBP3 zu einer veränderten  
  Chemosensitivität der H1299-Zellen?
Die Untersuchungen wurden dafür an der NSCLC-Zellinie H1299 durchgeführt, 
wobei die H1299-Zellen bereits stabil mit einem Expressionsvektor, der IGFBP3 
überexprimiert, transfiziert worden waren. In vitro - Untersuchungen wie diese 
sind seit vielen Jahren angewandte, geeignete Forschungsmethoden, die zur Ver-
ständnisgewinnung zellulärer Prozesse beitragen. Sie bilden Grundlagen für wei-
tergehende Ansätze zur Entwicklung neuer Behandlungsmethoden auch in der 
Tumortherapie des NSCLC. 
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3.1 VERWENDETE MATERIALIEN
3.1.1 Zelllinie & Vektor (Tab. 1)
Bezeichnung Hersteller
NCl- H1299
ATCC® CRL-5803™  
(Teddington, U.K.)
pIRES-EGFP Vektor Clontech Laboratories Inc. (CA, USA)
3.1.2 Zellmedien (Tab. 2)
Bezeichnung Zusammensetzung
Kulturmedium
450ml RPMI 1640 (mit Phenolrot) 
+ 10ml/l stabiles L-Alanyl-L-Glutamin 
+ 10% FKS,  
+ 1% Gentamycin 
+ 1% Penicillin & Streptomycin
Einfriermedium
70% RPMI 1640 
20% FKS 
10% DMSO





Biomol GmbH (Hamburg, Dt.)
Aqua Dest. B. Braun (Melsungen, Dt.)
BSA Amresco® (Solon, Ohio, USA)
Cell Lysis Buffer (10x)
Cell Signaling Technology®  
(Leiden, NL)
Cisplatin Cayman Chemicals (Michigan, USA)
DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol) Carl Roth® (Karlsruhe, Dt.)
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Dimethylformamid
Serva Electrophoresis GmbH  
(Heidelberg, Dt.)
DMSO Merck KGaA (Darmstadt, Dt.)
DPBS x10 Lonza (Vervieres, Belgium)
Dulbecco`s MEM (10x) Biochrom GmbH (Berlin, Dt.)
FKS Biochrom GmbH (Berlin, Dt.)
Formaldehyde solution Sigma-Aldrich® (Steinheim, Dt.)
Gentamycin Biochrom GmbH (Berlin, Dt.)
IGF-1 R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
L-Alanyl-L-Glutamin Biochrom GmbH (Berlin, Dt.)
Matrigel® Matrix (GFR) Corning (New York, USA)
Methanol Carl Roth® (Karlsruhe, Dt.)
Natriumhydroxid 1M (NaOH) Merck KGaA (Darmstadt, Dt.)
Natriumlaurylsulfat (SDS)
Serva Electrophoresis GmbH  
(Heidelberg, Dt.)
Penicillin/Streptomycin Invitrogen™ (Renfrew, U.K.)
PMSF Sigma-Aldrich® (Steinheim, Dt.)
Reagent Diluent R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
RPMI 1640 Invitrogen™ (Renfrew, U.K.)
Schwefelsäure (H2SO4) 2M Sigma-Aldrich® (Steinheim, Dt.)
Streptavidin – HRP Invitrogen™ (Renfrew, U.K.)
Trypanblau Invitrogen™ (Renfrew, U.K.)
Trypsin Sigma-Aldrich® (Steinheim, Dt.)
Tween® 20 Merck KGaA (Darmstadt, Dt.)
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3.1.4. Gebrauchslösungen & Gele (Tab. 4)
Bezeichnung/Name Hersteller
DAPI-Lösung 5mg/ml DAPI in PBS gelöst
Lysispuffer
10% Cell-Lysis-Buffer(10x) + 90% 
Aqua Dest., anschließend 1% PMSF
Matrigel 50% Matrigel® + 50% Kulturmedium
PBS 10% DPBS (10x) + 90% Aqua Dest.
PBS/BSA 1ml 30%iges BSA + 29ml PBS
PBS/Tween
10% DPBS (10x) + 90% Aqua Dest., 
anschließend 0,1% TWEEN
SDS-Lysis Puffer MTT
50% Diemthylformamid + 50% Aqua 
Dest., anschließend 20% SDS 
3.1.5 Kommerzielle Assays / Kits (Tab. 5)
Bezeichnung/Name Hersteller
BCA-Kit Thermo Scientific (Rockford, USA)
Cytotoxicity Detection Kit PLUS (LDH)
Roche Diagnostics GmbH,  
(Mannheim, Dt.)
human FGF basic DuoSet-ELISA 
(DY233)
R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
human IGF-1 DuoSet-ELISA (DY291) R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
human IGF-I R DuoSet-ELISA (DY391) R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
human TIMP-1 DuoSet-ELISA (DY970) R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
human Total MMP-1 DuoSet-ELISA 
(DY901)
R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
human VEGF DuoSet-ELISA (DY293B) R&D Systems, Inc. (Abingdon, U.K.)
TMB Substrate Set Biolegend® (San Diego, CA, USA)
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Cell Culture Insert, 24 Well format,  
8.0µm pore size
BD Falcon® (Franklin Lakes, USA)
Cellstar® Cell Culture Dishes (10cm)
Greiner Bio-One GmbH  
(Frickenhausen, Dt.)
Cellstar® Serological Pipette 10ml
Greiner Bio-One GmbH  
(Frickenhausen, Dt.)
CO²- Inkubatoren, APT.line™ CB (E3) Binder (Tuttlingen, Dt.)
Combitips advanced® 5ml Eppendorf (Wesseling, Dt.)
Durchflusszytometer Coulter® Epics® 
XL™
Beckmann Coulter (Krefeld, Dt.)
easyWIN fitting Version V6.0a  
(Software)
1995-1998 by TECAN  
(Crailsheim, Dt.)
Einfrierröhrchen Cyro.s ™ 2ml
Greiner Bio-One GmbH  
(Frickenhausen, Dt.)
Einmalhandschuhe Peha-soft ® nitrile Paul Hartmann AG (Heidenheim, Dt.)
Eppendorf ThermoMixer® C Eppendorf (Wesseling, Dt.)
HP-LaserJet Drucker P2055dn
HP Deutschland GmbH  
(Böblingen Dt.)
ImageJ 1.47v Software
Wayne Rasband (National Institutes of 
Health, USA)
Kamera NIKON digital sight Nikon Coporation (Tokyo, Japan)
Klebefolie Nunc™ (Rochester, New York, USA)
Konische Röhrchen 15ml & 50ml BD Falcon® (Franklin Lakes, USA)
Kühlschrank
Liebherr-International Deutschland 
GmbH (Biberach an der Riß, Dt.)
Mikroliterzentrifugen: 
Biofuge® pico & fresco
Haeraeus®, Kendro Laboratory  
Products GmbH (Osterode, Dt.)
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Mikroskop NIKON Eclipse  
TS100LEDMV/ TE300
Nikon Coporation (Tokyo, Japan)
Mikrotestplatten EIA/RIA, 96 Well,  
Flat Bottom 
Medium Binding (LDH) 
High Binding (ELISA)
CoStar® (Washington, DC, USA)
Multipette® plus   Eppendorf (Wesseling, Dt.)
Neubauer Zählkammer (0,1 mm Tiefe)
P. Marienfeld GmbH & Co. KG  
(Lauda-Königshofen, Dt.)
pH- Indikatorstäbchen
Macherey-Nagel GmbH & Co. KG  
(Düren, Dt.)
Photometer TECAN Spectra Classic Tecan (Männedorf, CHE)
Pipetten Reference 0,5 – 2500µl Eppendorf (Wesseling, Dt.)
Pipettenspitzen (versch. Größen) Sarstedt AG & Co (Nümbrecht, Dt.)
Pipetus®
Hirschmann GmbH & Co. KG  
(Eberstadt, Dt.)
Polystyrol Rundbodenröhrchen 5ml BD Falcon® (Franklin Lakes, USA)
Reagiergefäß SafeSeal 1,5ml & 2ml Sarstedt AG & Co (Nümbrecht, Dt.)
Reaktionsgefäßständer Brand GmbH & Co KG (Wertheim, Dt.)
Rocking Platform Biometra GmbH (Göttingen, Dt.)
ROTINA 46 R Hettrich Zentrifugen (Tuttlingen, Dt.)
Serological Pipette 5ml Sarstedt AG & Co (Nümbrecht, Dt.)
Sicherheitswerkbank HERAsafeKS Thermo Scientific (Rockford, USA)
SigmaPlot 12.0, Ink. for Windows Systat Software GmbH (Erkrath, Dt.)
TC-Flasche T75 & 25 Sarstedt AG & Co (Nümbrecht, Dt.)
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Transferpette®-8 (20-200µl) Brand GmbH & Co KG (Wertheim, Dt.)
VacuuHandControl VHC
Vacuubrand GmbH & Co.  
(Wertheim, Dt.)
Vortex-Genie 2™
Scientific Industries, Inc.  
(Bohemia, N.Y., USA)
Wasserbad
Memmert GmbH & Co KG  
(Schwabach, Dt.)
Zellkulturplatte MULTIWELL™  
6- & 24-Well 
BD Falcon® (Franklin Lakes, USA)
Zellschaber
Greiner Bio-One GmbH  
(Frickenhausen, Dt.)
Zellsieb 40µl BD Falcon® (Franklin Lakes, USA)
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3.2.1 Kultivieren der Zelllinie
Zu Beginn meiner Arbeit wurden mir die Zellen der Zellinie NCl-H1299 zu Ver-
fügung gestellt, welche bereits stabil mit dem Expressionsvektor pIRES-EGFP, in 
dem die cDNA für IGFBP3 eingebaut war, transfiziert worden waren. Neben den 
Versuchen an transfizierten Zellen, die dauerhaft IGFBP3 exprimieren, wurden 
alle Versuche auch an entsprechenden Kontrollzellen durchgeführt. Als Kontroll-
gruppen dienten einerseits H1299-Zellen, die mit dem pIRES-EGFP Vektor ohne 
Inserat stabil transfiziert worden waren und andererseits die ursprünglichen 
H1299-Zellen ohne Vektor.
Im Folgenden werden der Übersicht halber die Zellgruppen als „H1299“, „EGFP“ 
& „IGFBP3“ bezeichnet. Dabei ist bei „H1299“ die Kontrollzelllinie ohne Vektor, 
bei „EGFP“ die Kontrollzelllinie H1299 mit dem Leer-Vektor pIRES-EGFP und 
bei „IGFBP3“ die Zelllinie H1299 mit dem Vektor pIRES-EGFP einschließlich der 
cDNA für IGFBP3 gemeint.  
3.2.1.1 Auftauen der Zellen
Alle Zellen waren zur Aufbewahrung bei -80°C in einzelnen Kryoröhrchen mit je 
106 Zellen/Röhrchen in Einfrierlösung eingefroren und mussten für die weitere 
Arbeit aufgetaut werden. Dafür wurden die Kryoröhrchen in einem 37°C warmen 
Wasserbad geschwenkt, langsam aufgetaut und anschließend vollständig an einer 
sterilen Werkbank in ein 15ml-Röhrchen pipettiert. Das Arbeiten mit den Zellkul-
turen fand, auch in weiteren Beschreibungen dieser Arbeit, immer an einer steri-
len Werkbank statt. Da Dimethylsulfoxid die zytotoxische Kristallbildung während 
des Einfrierungsprozesses verhindert, beim Auftauen jedoch in konzentrierter 
Form als Zellgift wirkt, wurden zügig 2 Tropfen Kulturmedium hinzugefügt und 
in einem 30-Sekundenabstand die jeweils doppelte Tropfenmenge Kulturmedium 
hinzu pipettiert (2-4-8-16-32 Tropfen). Anschließend folgte das Zentrifugieren 
der Zelllösung bei 300g für 7min bei 21°C und das Absaugen des Überstandes. Das 
Pellet wurde in 5ml Kulturmedium resuspendiert, die Zellen in eine kleine 25cm2 
TC-Zellkulturflasche gegeben und bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. 
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3.2.1.2 Umsetzen, Splitten und Passagieren der Zellen
Nach dem Anwachsen und Vermehren der Zellen wurden diese später auf größere 
75 cm2 TC-Zellkulturflaschen umgesetzt. Dafür wurde in einem ersten Schritt, das 
verbrauchte Kulturmedium mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt. Die Zellen 
wurden anschließend einmalig mit 5ml PBS gewaschen und danach zum Ablö-
sen der Zellen vom Flaschenboden mit 1ml Trypsin für ca. 6min im Brutschrank 
bei 37°C inkubiert. Unter dem Mikroskop konnte die Abrundung und Ablösung 
der Zellen vom Flaschenboden durch Verlust der Zell-Zell-Kontakte kontrolliert 
werden. Nach vollständiger Ablösung wurde die Proteolyse durch Zugabe von 4ml 
Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden anschließend in die größere TC-Zell-
kulturflasche pipettiert. Zusätzlich wurden noch 10ml des Kulturmediums hinzu-
gegeben. Anschließend wurden die Zellen wieder in den Brutschrank gestellt. Etwa 
alle 3 Tage war der gesamte Flaschenboden als konfluenter Monolayer mit den 
kultivierten Zellen bedeckt. Da bei zu hoher Zelldichte die Proliferationsrate stark 
abnimmt und dies zum vermehrten Absterben der Zellen führen kann, wurden die 
Zellen regelmäßig, meist im Verhältnis 1:20 ausgedünnt. Demnach  wurden 0,5ml 
der Zelllösung in der  TC-Zellkulturflasche belassen und 9,5ml verworfen. Die Zell-
kulturflaschen wurden anschließend wieder mit 15ml Kulturmedium aufgefüllt 
und bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert.  
3.2.1.3 Bestimmung der Transfektionsrate & Sortieren von Zellen
Da neben den H1299-Zellen auch Zellen mit dem stabil transfizierten Vektor ver-
wendet wurden, musste regelmäßig sichergestellt werden, dass die Transfektions-
rate bei diesen Zellen ausreichend war. In den Versuchen dieser Arbeit wurden 
nur transfizierte Zellen verwendet, die mindestens eine Transfektionsrate von 
80% aufwiesen. Zur Kontrolle wurde nach dem oben beschriebenen Passagieren 
der verschiedenen Zellen jeweils 1ml Zelllösung in ein Rundbodenröhrchen gege-
ben und mit Hilfe des Durchflusszytometers die Transfektionsrate bestimmt. Da 
es sich bei dem pIRES-EGFP-Vektor um ein eingebautes grün fluoreszierendes 
Protein handelt, konnte über die Messung der grünleuchtenden Zellen am FACS 
die Transfektionsrate, wie in der nachfolgenden Abbildung (Abb. 3) dargestellt, 
bestimmt werden. Die H1299-Zellen wurde dabei als Negativkontrolle verwendet. 
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Lag die Rate der stabil-transfizierten Zellen unter 80%, so wurden diese mit Hilfe 
eines Zellsortiergerätes von den nicht-fluoreszierenden Zellen getrennt. Für das 
Sortieren wurden die Zellen nach dem Ernten durch ein Sieb in sterile Rundröhr-
chen gegeben, in der CoreUnit „Flow Cytometrie“ durch Mitarbeiter am CellSorter 




Abb. 3: Bestimmung der Transfektionsrate am FACS
A – Zellsuspension der H1299-Zellen zum Setzen des Gates 
B – EGFP-Zellsuspension enthält Zellen, die zu 92,2% den Leer-Vektor  
pIRES-EGFP transfizierte sind
C – IGFBP3-Zellsuspension enthält Zellen, die zu 92,8% mit dem Vektor  
pIRES- EGFP-IGFBP3 transfiziert sind
3.2.1.4 Zellen zählen
Um die Zellen zu zählen und anschließend definiert auszusäen, wurden die Zel-
len geerntet und in ein 15ml Röhrchen pipettiert. Anschließend wurde ein 2ml 
Reagiergefäß mit 90µl Trypanblau gefüllt. Trypanblau dient zum Anfärben toter 
Zellen, wodurch man den Anteil lebender und toter Zellen bestimmen kann. Die 
in dem Röhrchen abgefüllte Zelllösung wurde noch einmal gut durchmischt und 
30µl davon ebenfalls in das bereits mit Trypanblau gefüllte Gefäß gegeben. Nach 
gründlichen Durchmischen mittels eines Vortexmischers wurden die gefärbten 
Zellen auf eine vorbereitete Neubauer Zählkammer mit Deckglas gegeben und 
unter dem Mikroskop die Anzahl der Zellen bestimmt.
Alternativ wurde die Zellzahl als Events pro ml am Durchflusszytometer bestimmt 
und mit Hilfe einer Eichkurve in Anzahl der Zellen/ml umgerechnet. 
A B C
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Zum Nachweis der Funktionalität des Vektors (mit der eingebauten cDNA für 
IGFBP3) wurde IGFBP3 im Überstand der transfizierten H1299- und den Kon-
troll- Zellen mit einem ELISA nachgewiesen. Dazu wurden 75.000 Zellen/Well 
pro Gruppe in einer 6-Well Zellkulturplatte mit jeweils 2ml Kulturmedium aus-
gesät und zum Anwachsen der Zellen für 24h im Brutschrank kultiviert. Nach 24 
Stunden wurde die Zellzahl jeweils eines Wells pro Versuchsgruppe bestimmt. So 
konnte überprüft werden, dass am Tag 0 möglichst gleiche Ausgangsbedingungen 
bezüglich der Zellzahl bei den verschiedenen Versuchsgruppen vorlagen. Bei den 
übrigen Wells wurde das Kulturmedium entfernt, die Zellen mit je 2ml PBS gewa-
schen, und je 2ml neues Kulturmedium hinzugegeben. Nach 3 Tagen Wachstum 
im Inkubator wurden die Überstände geerntet, 5min bei 600g zentrifugiert und 
die zellfreien Überstände bis zum Testen mittels ELISA in einem Reagiergefäß bei 
-20°C eingefroren. Parallel dazu wurden die Zellen der einzelnen Versuchsgrup-
pen geerntet und es folgte eine Zellzahlbestimmung mittels MTT (wie unter dem 
nachfolgendem Punkt 3.2.11 beschrieben). Mit diesem Wert ließen sich später 
die mittels ELISA ermittelten IGFBP3-Konzentrationen auf Werte pro 106 Zellen 
beziehen. 
Gleichzeitig konnten mit den ermittelten Zellzahlen der Versuchsgruppen am Tag 
0 und Tag 3 Rückschlusse auf den Einfluss von IGFBP3 auf das 2D- Wachstum 
gezogen werden. 
3.2.3 Versuchsaufbau Nachweis IGF-1-Bindung durch IGFBP3
Für einen direkten Nachweis, dass IGF-1 durch IGFBP3 gebunden wird, wäre ein 
Testsystem mit radioaktiven Substanzen nötig gewesen. Dies war im Rahmen die-
ser Arbeit jedoch nicht möglich. Deshalb wurde ein indirekter Nachweis für die 
Bindung von IGF an das exprimierte IGFBP3-Protein durchgeführt. Dazu wurden 
5ng/ml IGF-1 der Firma R&D-Systems zu den zellfreien Überständen der Ver-
suchsgruppen gegeben und diese für 2 Stunden inkubiert. Nach 2 Stunden wurde 
mittels IGF1-ELISA die Konzentrationen von freiem IGF-1 in ng/ml in den Über-
ständen bestimmt.
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3.2.4 Versuchsaufbau Bestimmung der 3D Proliferation & der Invasion
Für die Untersuchungen zur Beeinflussung der 3D Proliferation und Invasion wur-
den Zellsphären hergestellt. Dafür wurden nach dem Ablösen und Zählen der Zel-
len die Zellzahl auf 330.000 Zellen/ml eingestellt. Aus dieser Suspension wurden 
10-15 Tropfen mit je 30ml auf den Deckel einer 10cm Schale aufgebracht. In die 
untere Schale kamen 10ml PBS, welche als feuchte Kammer diente. Der Deckel 
mit den Zelltropfen wurde vorsichtig umgedreht und die Schale verschlossen. Die 
Zellen wurden zur Bildung der Sphären für 5 Tage im Brutschrank inkubiert.
Für die Versuche hinsichtlich 3D-Proliferation und Invasion wurden die ent-
standenen Sphären anschließend in ein Matrigel überführt. Dieses wurde mit 
Corning®Matrigel® und Kulturmedium im Verhältnis 1:1 hergestellt. Für das 
Testen hinsichtlich der Chemosensitivität wurde neben dem gängigen Matrigel 
wurde auch Matrigel mit Chemotherapeutikum-Zusatz hergestellt. Dafür wurde 
Cisplatin in der Konzentration 10ml/ml hinzugefügt. Um sicher zu gehen, dass 
alles gut durchmischt war, wurde das Matrigel für 10min bei 4°C im  ThermoMixer 
geschüttelt. Die Untersuchungen wurden in 96-well Zellkulturplatten als Tripli-
kate durchgeführt. Dazu wurden 50ml/Well Matrigelmixes vorgelegt und 2h zum 
Auspolymerisieren im Inkubator bei 37°C stehen gelassen. Nachdem das Gel 
fest geworden war, wurden die Sphären auf das Gel übertragen. Dafür wurde der 
 Deckel mit den Tropfen vorsichtig wieder umgedreht und bei den Tropfen einzeln 
erst das Kulturmedium abpipettiert und anschließend die Sphäre mit einer zwecks 
Lumenvergrößerung abgeschnittenen Pipettenspitze in weiteren 50ml Matrigel 
aufgenommen und vorsichtig mittig auf das Well pipettiert. Die Lage wurde unter 
dem Mikroskop kontrolliert und notfalls vorsichtig mit Hilfe einer Pipettenspitze 
korrigiert. Nachfolgend wuchsen die Sphären unter regelmäßiger Beobachtung 
und Dokumentation im Inkubator, wobei am Tag 0 und Tag 6 Fotos gemacht wur-
den. Die Aufnahmen wurden anschließend mittels der Software „ImageJ“ für das 
3D-Wachstum und zur Bestimmung der Invasion ausgewertet. 
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3.2.5 Versuchsaufbau Bestimmung der Migration
Für die Bestimmung der Migration wurde eine Zellsuspension mit 30.000 Zel-
len/ml und Kulturmedium hergestellt. Anschließend wurde eine 24-Well-Platte 
vorbereitet, indem pro Well 600l des Kulturmedium vorgelegt und die Transwells 
anschließend eingesetzt wurden. Von der eingestellten Zellsuspension wurden je 
200ml (entsprach 6.000 Zellen) in die Transwells gegeben und anschließend über 
Nacht inkubiert. 
Um später den Anteil der migrierten Zellen an der Gesamtzellzahl bestimmen zu 
können, wurde die eingestellte Zellsuspension noch in ein zusätzliches Well mit 
2ml Kulturmedium gegeben und über Nacht ebenfalls inkubiert. Nach 24h wurden 
diese Zellen geerntet und die Zellzahl bestimmt, welche als Gesamtzellzahl diente.
Ebenfalls nach 24h wurden in neuen Wells je 800ml von 4%-igen Formalin vorge-
legt und die über Nacht inkubierten Transwells vorsichtig mit der Pinzette her-
ausgenommen und auf der Innenseite mit einem mit PBS angefeuchteten Watte-
stäbchen ausgewischt, um nur die hindurch migrierten Zellen zu behalten. Danach 
wurden die Transwells sofort in die vorbereiteten Wells mit Formalin gestellt und 
die Zellen ca. 10min darin fixiert. Um die Anzahl der migrierten Zellen bestimmen 
zu können, wurden die Transwells nach dem Spülen in PBS in ein mit je 800ml 
DAPI-Lösung vorbereites Well überführt. In jeden Einsatz wurde anschließend 
noch je 200l DAPI-Lösung hinein pipettiert. Nach ca. 10min konnte die Anzahl 
der mittels fluoreszierenden Farbstoff gefärbten Zellen auf der Außenseite der 
Transwells (migrierte Zellen) unter dem Mikroskop detektiert, dokumentiert und 
die Bilder später mittels der Software „ImageJ“ ausgewertet werden. 
3.2.6	Zelllysate	und	Überstände	für	ELISA-Versuche
Für die Bestimmung der Konzentrationen von VEGF, bFGF und MMP-1 mussten 
Zelllysate und Überstände gesammelt werden. Dafür wurden pro Versuchsgruppe 
in 10cm Zellkulturschalen je 10ml Kulturmedium pipettiert und anschließend 
400.000 Zellen hinzugegeben. Nach 24-stündigem Anwachsen im Inkubator und 
einmaligen Waschen mit PBS, wurde das Kulturmedium gewechselt und die Zellen 
anschließend für 3 Tage inkubiert. Nach 3 Tagen wurden je 1ml der Zellüberstände 
abgenommen und nach 5-minütigem Zentrifugieren bei 600 × g die zellfreien 
Überstände bis zur weiteren Verwendung bei -20°C eingefroren. Das restliche 
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 Kulturmedium wurde abgesaugt, die 10  cm Zellkulturschale einmalig mit PBS 
gewaschen und auf Eis gestellt. Sofort nach Entfernen des Kulturmediums wur-
den 500ml des vorbereiteten Lysispuffers zum Auflösen der Zellmembranen auf 
die Zellkulturschale gegeben. Nach 5 min wurden mittels Zellschaber die Zellen 
von der Schale geerntet und in einem Reagiergefäß für 15 min bei 17.000 × g und 
4°C zentrifugiert. Der Überstand mit den zu untersuchenden Proteinen wurden 
anschließend in neue Reagiergefäße pipettiert und bis zur weiteren Verwendung 
ebenfalls bei -20°C eingefroren.
3.2.7 ELISA-Verfahren
Die eingefrorenen Überstände und Lysate wurden, wie bereits oben erwähnt, hin-
sichtlich verschiedener Faktoren (IGF-1, IGFBP3, bFGF, VEGF und MMP-1) mit-
tels DuoSets ELISAs untersucht. Das Vorgehen bei den verschiedenen ELISAs war 
dabei immer ähnlich und erfolge nach dem vom Hersteller vorgegebenen Proto-
koll. Die DuoSet ELISA Development kits enthielten die für die Sandwich-ELISAs 
benötigten Komponenten. So wurden am ersten Tag ELISA-96-Well-Mikrotiter-
platten in der, je nach dem zu untersuchenden Faktor, im Protokoll angegebenen 
Konzentration beschichtet. Dafür wurde der Capture-Antikörper in 100 ml PBS 
mittels Multipette auf jedes Well pipettiert. Die Platte wurde mit einer Klebefolie 
abgedeckt und über Nacht zur Bindung des Antikörpers an die Platte bei 4°C in 
den Kühlschrank gestellt. Am Folgetag wurde die Antikörperlösung verworfen und 
die Wells drei Mal 5min mit PBS-0,2% Tween gewaschen. 
Im nächsten Schritt wurde die Standardreihe hergestellt. Dafür wurde je nach 
Konzentrationsangabe im Protokoll, die benötigte Menge an Standard in einem 
Gemisch von, ebenfalls im Protokoll angegebenen Verhältnis, PBS und BSA 
verdünnt. Die so hergestellte Lösung von 300 ml entsprach dabei S1. Die Stan-
dardwerte S2 bis S8 wurden anschließend jeweils 1:2 verdünnt, wobei pro Tube 
je 150ml der PBS/BSA-Lösung vorgelegt und nachfolgend 150ml aus S1 in S2, 
anschließend 150ml aus S2 in S3 – fortführend bis S8, eingewaschen wurden. Nach 
der  Herstellung der Standardreihe und langsamen Auftauen der Proben auf Eis, 
wurde je 100 ml in ein Well auf die ELISA-Platte pipettiert. Als Leerwerte wurden 
sowohl 100 ml der jeweils verwendeten Medien, als auch die jeweilige PBS/BSA-
Lösung aufgetragen. Nach dem Auftragen folgte erneut die Inkubation über Nacht 
im Kühlschrank bei 4°C. 
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Am dritten, letzten, Tag wurde wie bereits zuvor die Platte mehrfach gewaschen. 
Anschließend wurden 100 ml des jeweiligen Detection-Antikörpers pro Well pipet-
tiert. Der Detection-Antikörper wurde dafür ebenfalls wieder vor dem Auftragen 
in der jeweiligen PBS/BSA-Lösung entsprechend des Protokolls verdünnt. Die 
Inkubation mit dem Detection-Antikörper erfolgte über 2 Stunden bei Raum-
temperatur auf der Schwenkplattform bei 20rpm. Im Anschluss erfolge erneutes 
mehrmaliges Waschen bevor je 100ml einer Streptavidin-HRP- & PBS/BSA-Lösung 
(im Verhältnis 1:200) auf die Wells aufgetragen wurden. Nach erneutem 3-mali-
gen Waschen mit PBS-0,2% Tween und anschließendem zweimaligen Waschen 
mit PBS wurde nun 100ml der Substrat-Lösung auf jedes Well pipettiert, welches 
durch HRP umgesetzt wurde und die Reaktion in Form eines Farbumschlags von 
farblos nach blau sichtbar wurde. Die Intensität der Färbung wurde beobachtet 
und abhängig von der Farbintensität wurde die Reaktion nach 10-20 min mit 50ml 
Schwefelsäure (HCL) abgestoppt, was zu einem Farbumschlag von blau nach gelb 
führte. Die Signalstärke wurde anschließend mittels Spektralphotometer erfasst 
und am Computer mittels der Software easyWIN ausgewertet. Die Intensität der 
Farbe steigt dabei mit der Konzentration des entstandenen Reaktionsproduktes 
und damit auch mit der Konzentration des zu bestimmenden Antigens in der 
Probe. Die Einordnung der Messergebnisse für die Proben in die Standardreihen 
ermöglichte so die quantitative Bestimmung des zu untersuchenden Faktors. Die 
ermittelten Konzentrationswerte wurden letztendlich entweder mit den absolu-
ten Zellzahlen der Proliferationsversuche von Tag 3 verrechnet, so dass die Anga-
ben in ng/106 Zellen erfolgten, oder bei Verwendung von Lysaten als Anteil an der 
Gesamtproteinmenge in ng/mg Gesamtprotein angegeben. Die Bestimmung der 
Gesamtproteinmenge erfolge mittels BCA-Test, der wie von Hersteller beschrie-
ben durchgeführt wurde. 
3.2.8 BCA-Protein Assay
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge erfolge mittels BCA-Kit, der wie von 
Hersteller (PIERCE) beschrieben durchgeführt wurde. Dazu wurden alle Lysate 
1:10 mit PBS verdünnt und je 10µl der Proben und der hergestellten Standards 
auf eine 96-well-Mikrotiterplatte pipettiert. Anschließend wurden je 200µl der 
vorbereiteten „working reagent“ -Lösung zu den Proben pipettiert und für 30min 
bei 37° im Brutschrank inkubiert. Die erfolgte Farbreaktion wurde mittels Spek-
tralphotometers (TECAN) bei einer Wellenlänge von 560nm gemessen und mittels 
Software „easyWIN“ ausgewertet. 
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3.2.9	Versuchsaufbau	Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	Chemosensitivität	
Um den Einfluss von IGFBP3 auf die Chemosensivität zu bestimmen, wurden 
einerseits Versuche an adhärenten Zellen (2D-Zellkultur), als auch an Sphären 
(3D-Zellkultur) durchgeführt.
Der Versuchsaufbau der 2D-Kultur erfolgte ähnlich wie unter Punkt 3.2.2 beschrie-
ben. Auf eine 6-Well-Platte wurden je 150.000 Zellen ausgesät und über Nacht 
zum Anwachsen mit Kulturmedium inkubiert. Am Folgetag wurde der 0-Tage-
Wert, als Ausgangswert bestimmt und das Kulturmedium bei den Wells abgesaugt 
um anschließend je 2 ml frisches Kulturmedium inklusive das vorher hineinge-
mischte Chemotherapeutikum zuzugeben. Als „first-line“ Therapeutikum diente 
dabei Cisplatin in einer Konzentration von 50mM. Diese zugegebenen Konzen-
trationen wurden dabei bereits in früheren Versuchen ausgetestet und bestimmt 
und konnten so übernommen werden. Nach 3 Tagen wurde 1ml der Überstände 
abgenommen, zentrifugiert und anschließend LDH als Marker für die Zytotoxität 
bestimmt. Ebenfalls wurde die Zellzahl mittels MTT bestimmt, um anhand dieser 
Rückschlüsse auf den Einfluss von IGFBP3 auf die Chemosensitivität ziehen zu 
können. 
3.2.10 LDH-Test
Der LDH-Test basiert dabei auf der Bestimmung der Enzymaktivität von Laktat-
dehydrogenase im Zytoplasma, welches von zerstörten oder geschädigten Zel-
len freigesetzt und somit im Überstand nachweisbar ist. Je 100ml der zellfreien 
Überstände werden auf eine 96-Well-Platte pipettiert und weitere 100 ml der im 
Cytotoxcity Detection Kit enthaltenden 2 Reagenzien, welche vorher im Verhält-
nis 1:45 vermischt wurden, werden hinzugegeben. Nach Zugabe finden durch das 
Vorhandensein von LDH zwei Redoxreaktionen statt, wobei es letztendlich durch 
Bildung von rotem Formazan-Salz zu einem Farbumschlag nach rot kommt. Die-
ser Farbumschlag kann kolorimetrisch am Spektrophotometer bei einer Wellen-
länge von 492nm (Referenzwellenlänge 690nm) gemessen werden. Dabei gilt das 
Prinzip: Je höher der Grad der Zellschädigung ist, desto größer ist die Menge an 
freigesetztem LDH um Überstand. Diese Menge an LDH korreliert direkt mit der 
Menge an gebildetem rotem Formazan-Salz und ist daher proportional zur Anzahl 
geschädigter Zellen. Der gemessene OD-Wert wird mit Hilfe einer Eichkurve einer 
Konzentration an freigesetzten LDH zugeordnet und ermöglicht so die Beurtei-
lung des Grades der Zellschädigung.
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3.2.11 MTT-Test
Der Einfluss von IGFBP3 auf das 2D-Wachstum und auf die Proliferationsrate nach 
Zugabe des Chemotherapeutikums wurde mit Hilfe eines MTT-Proliferationsasseys 
ermittelt. Dafür wurde für jedes Well 1ml Kulturmedium mit 10% MTT vermischt 
und auf das Well hinzugegeben. Anschließend wurden die Zellen Für 3 Stunden 
mit MTT im Brutschrank inkubiert. In dieser Zeit wurde das gelbe Tetrazoliumsalz 
durch lebende Zellen in ein blau-violettes, wasserunlösliches Formazan reduziert. 
Da nur metabolisch aktive Zellen dazu fähig sind, kann die gebildete Menge an 
Formazin so Rückschlüsse auf die Zellviabilität geben.  Nach 3 Stunden wurde das 
Kulturmedium vorsichtig abgesaugt und je 1ml SDS-Lysispuffer über Nacht auf 
den Wells belassen. Nach der Lyse der Zellen erfolgte die kolorimetrische Mes-
sung bei 560nm am Spektrophotometer. Anhand einer vorher erstellten Eichkurve 
konnte der so gemessene OD-Wert einer Zellzahl zugeordnet werden.
3.2.12 Bildaufnahmen und Statistische Auswertung
Die Dokumentation der Wachstums-, Migrations- und Invasionsversuche erfolgte 
durch regelmäßige Fotoaufnahmen mittels eines am Mikroskop installierten soft-
waregesteuerten Kamerasystems. Diese Bilder wurden später mittels der Software 
„ImageJ“ ausgewertet. Mit Hilfe dieser frei im Internet zugänglichen Software 
konnten die Größen und damit die Größenzunahme von Sphären, oder aber auch 
die Strecke von invadierten Zellen bestimmt und je nach Fragestellung ausgewer-
tet werden. 
Die statistische Auswertung erfolgte mittels der Software „SigmaPlot“ Ver-
sion 12.0. Nach Überprüfung des Vorliegens einer Normalverteilung durch den 
 Shapiro-Wilk-Test und den Equal Variance Test wurde die One Way Repeated 
Measures Analysis of Variance-Methode genutzt. Um die statistische Signifikanz 
von Differenzen bei den Gruppen zu überprüfen, wurde der Turkey Test ange-
wandt, wobei ein Niveau von p ≤ 0,05 als statistisch signifikant festgelegt wurde. 
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben, n stellt die 
Anzahl der durchgeführten Versuche dar. 
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4 ERGEBNISSE
Im nachfolgenden Ergebnisteil, insbesondere in den Abbildungen, sind zwecks 
übersichtlicher Präsentation den einzelnen Gruppen folgende Maße zugeteilt:
1. „H1299“ - unveränderte Kontrollgruppe
2. „EGFP“ - Kontrollgruppe mit Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert   
 sind und EGFP exprimieren, und
3. „IGFBP3“ - Versuchsgruppe mit Zellen, die den Vektor mit eingebauter   
 cDNA für IGFBP3 enthalten und EGFP und IGFBP3 exprimieren. 
4.1 NACHWEIS DER PRODUKTION VON IGFBP3
In einem ersten Schritt wurde zunächst die Produktion von IGFBP3 durch die Zel-
len der Zelllinie NCl-H1299 nachgewiesen. Dabei galt ebenfalls sicher zu stellen, 
dass mit dem EGFP-IGFBP3-Vektor transfizierte Zellen eine im Vergleich zu den 
Kontrollzellen höhere Konzentration an IGFBP3 produzieren. Für den Nachweis 
wurde die Konzentration an produzierten IGFBP3 in den Zellenüberständen nach 
3-tägigem Wachstum der Zellen mittels ELISA bestimmt. Für eine bessere Ver-
gleichbarkeit der Versuchsgruppen, wurde die ermittelte Konzentration an IGFBP3 
pro ml Zellüberstand anschließend noch, mit Hilfe der an Tag 3 bestimmten Zell-
zahl, in ng pro 106 Zellen umgerechnet.
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 4) zeigt, dass in allen drei Gruppen IGFBP3 
im Überstand nachgewiesen werden konnte. (H1299: 1,8 ± 0,5 ng/106 Zellen; 
EGFP: 0,8 ± 0,2 ng/106 Zellen; IGFBP3: 60,1 ± 8,5 ng/106 Zellen) Die Produktion 
von IGFBP3 war in den mit dem pIRES-EGFP-IGFBP3 Vektor transfizierten Zellen 
jedoch signifikanten höher, als im Vergleich zu den beiden Kontrollzellen. 
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Abb. 4: Nachweis der Menge an produzierten IGFBP3 durch H1299-Zellen 
Nach 3 Tagen Wachstum der Zellen wurden die Menge an produzierten IGFBP3 in den 
Zellüberständen der Versuchsgruppen mittels ELISA gemessen. (n=8); *p ≤ 0,001
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4.2 VERMINDERUNG VON FREIEM IGF-1 NACH
ÜBEREXPRESSION VON IGFBP3
Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass die mit dem Vektor transfizierten 
Zellen auch tatsächlich IGFBP3 in vermehrten Maße produzieren, folge nun 
in einem zweiten Schritt der indirekte Nachweis der Bindung von IGF-1 durch 
IGFBP3. 
Das freie IGF-1 wurde dafür in den Überständen der Zelllinien mittels ELISA 
gemessen, nachdem 5ng/ml rekombinantes IGF für 2 Stunden den zellfreien Über-
ständen zugefügt worden war. Die Ergebnisse in der Abbildung (Abb. 5) zeigen 
dabei deutlich, dass sich die Konzentration an freiem IGF-1 in den Überständen in 
allen Versuchsgruppen vermindert hat. Dabei hat sich die Konzentration an freiem 
IGF-1 in den Überständen der beiden Kontrollgruppen nach 2 Stunden um rund 
50% minimiert, während sich die Konzentration im Überstand der IGFBP3-produ-
zierenden Zellen um mehr als 70% vermindert hat. Es konnte somit ein signifikan-
ter Unterschied bei der IGF-1-Konzentration in den Überständen zwischen den 
Kontrollgruppen und der zu untersuchenden Gruppe festgestellt werden, was auf 
eine Bindung von IGF-1 durch IGFBP3 hinweist. (H1299: 2,3 ± 0,3 ng/ml; EGFP: 
2,3 ± 0,1 ng/ml; IGFBP3: 1,4 ± 0,1 ng/ml).
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Abb. 5: Nachweis	von	IGF-1	in	den	Zellüberständen	der	transfizierten	und	
nicht-	transfizierten	H1299-Zellen	
Auf die zellfreien Überstände der Versuchsgruppen wurde 5 ng/ml rekombinates IGF-1 
hinzugegeben. Die Konzentration an freiem IGF-1 in den Überständen wurde nach 2 




4.3 EINFLUSS VON IGFBP3 AUF DAS ZELLWACHSTUM
Nachdem bei den transfizierten Zellen die vermehrte Produktion von IGFBP3 
nachgewiesen wurde und auch die vermehrte Bindung von IGF durch IGFBP3 indi-
rekt nachgewiesen aufgezeigt werden konnte, wurde nun der Einfluss von IGFBP3 
auf das Zellwachstum untersucht. Dabei wurde sowohl das Wachstum in der nor-
malen Zellkultur (als Monolayer, 2D-Kultur), als auch das Wachstum der Zellen als 
Sphäre (3D-Kultur) untersucht. 
4.3.1	IGFBP3	hat	keinen	Einfluss	auf	das	2D	–	Wachstum
In den Versuchen mit 2D-Zellkulturen wurden dafür stets gleiche Mengen an Zel-
len auf eine 6-Well-Platte ausgesät, die Zellzahl nach dem Anwachsen der Zellen 
am Tag 0 und nach 3-tägigem Wachstum mittels MTT-Test bestimmt und der Fak-
tor der Vermehrung berechnet.
Die nachfolgende Abbildung (Abb. 6) verdeutlicht dabei, dass nach 3 Tagen 
Wachstum in 2D- Kulturen sich die Zellzahl in allen Gruppen mehr als vervier-
facht hatte. (H1299: 4,9 ± 1,0; EGFP: 4,4 ± 1,1; IGFBP3: 5,1 ± 1,6) Es konnten dabei 
keine Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchsgruppen beim Wachstum in 





Nach dem Aussäen der Zellen auf 6-Well-Platten wurde mittels MTT-Test am Tag 0 




4.3.2 IGFBP3 vermindert die 3D - Proliferation
Da das 3D- Wachstum als Sphäre den in vivo – Bedingungen näherkommt, als das 
Wachstum in 2D-Kulturen, wurden Versuche dazu mit Hilfe von Matrigel durch-
geführt. 
Nach 5-tägigem Zusammenwachsen der Zellen zu einer Sphäre, wurden diese in 
das Matrigel übertragen und die Größe der Sphäre nach Übertragung ins Gel, Tag 
0, bestimmt. Nach 6 Tagen Wachstum im Gel wurde erneut die Größe der Sphäre 
bestimmt, um so Rückschlüsse auf Unterschiede in der 3D - Proliferation ziehen 







A – Tag 0 einer IGFBP3-Sphäre, B – Tag 6 der gleichen IGFBP3-Sphäre, 
C - Tag 0 einer EGFP-Sphäre, D – Tag 6 der gleichen EGFP-Sphäre 
Alle Aufnahmen erfolgten bei einer mikroskopisch 40-fachen Vergrößerung.
Die aufgenommenen Fotos und die Ergebnisse, dargestellt in der nachfolgenden 







Während das Volumen der Sphären nach 6 Tagen in den beiden Kontrollgruppen 
mehr als 8 Mal so groß ist wie an Tag 0, so hatte sich das Volumen der Sphä-
ren mit IGFBP3-transzifzierten Zellen nur um den Faktor 3,2 vergrößert. (H1299: 
8,3 ± 0,6; EGFP: 9,1 ± 1,5; IGFBP3: 3,2 ± 0,6) Es konnte demnach eine signifikant 
verminderte 3D- Proliferation bei den IGFBP3-Zellen nachgewiesen werden. Die 
beiden Kontrollgruppen unterschieden sich nicht signifikant voneinander. 
Abb. 8: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	Volumenzunahme	von	H1299-Sphären
Nach der Bildung der Sphären wurden diese in Matrigel übertragen und die Größe am 
Tag 0 und am Tag 6 dokumentiert. Der Faktor der Volumenzunahme wurde anschlie-
ßend mit Hilfe der bestimmten Sphärengrößen berechnet. (n=8); *p ≤ 0,001
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4.4 IGFBP3 VERMINDERT DIE INVASION DER
TUMORZELLEN
Die im Gel wachsenden Sphären aus den 3D Proliferationsversuchen wurden wei-
terhin hinsichtlich des Invasionsverhaltens der Zellen untersucht. Dafür wurde 
nach 6 Tagen die Strecke der ausgewanderten Zellen aus der Sphäre heraus in das 
umliegende Gel  gemessen.
Bei allen 3 Versuchsgruppen kam es zur Invasion der Zellen in das umliegende Gel. 
(H1299: 130,8 ± 9,3µm; EGFP: 166,7 ± 20,1µm; IGFBP3: 82,7 ± 17,4µm) Ein signi-
fikante Verminderung der Wanderstrecke konnte bei den mit dem IGFBP3-Vektor 
transfizierten Zellen gemessen werden (Abb. 9). Dort betrug die Wanderstrecke 
nach 6 Tagen nur die Hälfte der Wanderstrecke der Kontrollgruppe EGFP.
Abb. 9:	Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	Invasion	von	H1299-Zellen	
Nach 6 Tagen Wachstum der Zellsphären im Matrigel wurde die Strecke der ausge-
wanderten Zellen aus dem Zellverband der Sphäre in das umliegende Gel bestimmt. 




4.5 IGFBP3 HAT KEINEN EINFLUSS AUF DIE MIGRATION
DER TUMORZELLEN 
Im Migrationsversuch sollten eine weitere tumorgene Eigenschaft, die Migrati-
onsfähigkeit bei den IGFBP3-transfizierten Zellen im Vergleich zu den Kontroll-
zellen untersucht werden. Um das Migrationsverhalten beurteilen zu können, 
wurden die Zellen der verschiedenen Versuchsgruppen in Transwells ausgesät und 
nach 24h die Anzahl der durch die Poren migrierten Zellen ermittelt. Die ermit-
telte Anzahl an migrierten Zellen ist als prozentualer Anteil an der insgesamt im 
Transwell ausgesäten Anzahl von Zellen dargestellt (Abb. 10). 
Bei allen drei Gruppen kam es zur Migration von Zellen. Dabei migrierten die Zel-
len aller drei Gruppen ähnlich stark und es gab keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den Versuchsgruppen und den Kontrollgruppen. (H1299: 21,8 ± 3,6%; 
EGFP: 16,4 ± 4,0%; IGFBP3 18,9 ± 6,8%)
Abb. 10: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	Migration	von	H1299-Zellen	
IGFBP3 transfizierte Zellen und Kontrollzellen wurden in Transwells ausgesät (8µm 
Poren). Nach 24 Stunden wurden die, sich an der Unterseite der Transwell befindli-
chen, migrierten Zellen fixiert, gefärbt und gezählt. Die so ermittelte Zellzahl wurde 
mit der sich insgesamt im Transwell befindlichen Zellzahl verrechnet und der Anteil 




4.6 EINFLUSS VON IGFBP3 AUF DIE BILDUNG VON 
ANGIOGENESEFAKTOREN VEGF UND bFGF
Weiterhin wurden die mit IGFBP3 transfizierten Zellen hinsichtlich der Bildung 
der angiogenese-stimulierenden Faktoren VEGF und bFGF untersucht. Dafür wur-
den Zellüberstände und Zelllysate nach 3-tägigem Wachstum der Zellen auf 10cm 
Zellkulturschalen gesammelt und anschließend ein ELISA für den Nachweis von 
VEGF und bFGF durchgeführt. 
Der Angiogenese-stimulierende Faktor VEGF konnte in allen Zellüberständen der 
Versuchsgruppen nachgewiesen werden (Abb. 11). Obwohl die Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Gruppen gering erschienen, wurde ein signifikanter Unter-
schied zwischen der IGFBP3- Gruppe und der normalen H1299- Kontrollgruppe 
festgestellt (H1299: 1,3 ± 0,17 ng/10
6 Zellen, EGFP: 1,2 ± 0,17 ng/106 Zellen, 
IGFBP3: 1,1 ± 0,24 ng/106 Zellen). Zwischen der EGFP- Kontrollgruppe und der 
IGFBP3- Gruppe gab es keinen signifikanten Unterschied. 
Abb. 11: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	Freisetzung	von	VEGF	in	H1299-Zellen
VEGF wurde in den Überständen der Zellkulturen transfizierter und nicht- transfizier-
ter H1299-Zellen bestimmt. Die ermittelten Werte anschließend durch die Bestimmung 




Während in den Zellüberständen bFGF nicht detektierbar war, da die Konzentra-
tionswerte unterhalb der Nachweisgrenze lagen, konnte bFGF in allen Zelllysa-
ten eindeutig nachgewiesen werden. Die nachfolgende Abbildung (Abb. 12) zeigt 
die Ergebnisse für bFGF, wobei bei den beiden Kontrollgruppen H1299 (19,1 ± 2,9 
ng/mg) und EGFP (17,0 ± 2,7 ng/mg) signifikant höhere Werte im Vergleich zur 
Versuchsgruppe IGFBP3 (11,5 ± 2,2 ng/mg) nachgewiesen werden konnten. Die 
beiden Kontrollgruppen unterschieden sich dabei nicht signifikant voneinander. 
Abb. 12: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	bFGF-	Expression	in	Zelllysaten	von	
H1299- Zellen
Zelllysate wurden nach 3-tägigem Wachstum der Zellen auf 10cm Zellkulturscha-
len gewonnen und bFGF in diesen mittels ELISA bestimmt. Die ermittelten Kon-
zentrationen wurden auf die Gesamtproteinmenge im Zelllysat bezogen. 
(n=8);  *p ≤ 0,001
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4.7 IGFBP3 HEMMT DIE FREISETZUNG VON MMP-1
Matrix-Metalloproteinasen spielen eine wichtige Rolle bei der Proteolyse von 
Gewebe und der damit verbundenen Invasion von Tumorzellen in ihrer Umge-
bung. Um eine mögliche Erklärung für den bereits aufgezeigten Unterschied bei 
der Invasion von IGFBP3- transfizierten H1299- Zellen zu finden, wurde weiter-
hin ein ELISA zur Bestimmung von MMP-1 in den Zellüberständen durchgeführt. 
MMP-1 konnte in allen 3 Gruppen nachgewiesen werden (Abb. 13). Bei der Ver-
suchsgruppe IGFBP3 (1,3 ± 0,7 ng/106 Zellen) war die Menge nachgewiesenem 
MMP-1 im Vergleich zu den beiden Kontrollgruppen H1299 (2,8 ± 1,4 ng/106 Zel-
len) und EGFP (4,7 ± 1,6 ng/106 Zellen) signifikant vermindert.
Abb. 13: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	MMP-1	Freisetzung	von	H1299-Zellen
MMP-1 wurde in den Überständen der Zellkulturen transfizierter und nicht- trans-
fizierter H1299- Zellen mittels ELISA bestimmt. Die ermittelten Werte wurden 
anschließend durch Messung der Zellzahl auf 1 Millionen Zellen bezogen. 




4.8 EINFLUSS VON IGFBP3 AUF DIE CHEMOSENSITIVITÄT 
Des Weiteren sollte untersucht werden, inwieweit das „First line“- Chemothera-
peutikum Cisplatin Einfluss auf das Zellwachstum hat und ob die Überexpression 
von IGFBP3 zu einer veränderten Chemosensitivität der H1299-Zellen führt. Dafür 
wurde einerseits Versuche mit 2D- Kulturen sowie auch Versuche mit Sphären in 
3D durchgeführt.
4.8.1	Einfluss	von	IGFBP3	auf	2D-	Kulturen	nach	Zugabe	von	Cisplatin
Für die Untersuchungen zum Wachstum in 2D wurde die Zellzahl nach dem 
Anwachsen der Zellen am Tag 0 und nach 3-tägigem Wachstum mittels MTT-Test 
bestimmt und der Faktor der Vermehrung berechnet. Neben der Kontrolle wurden 
zum Kulturmedium das Chemotherapeutikum Cisplatin hinzugegeben. Cisplatin 
gilt als „first-line“ Therapeutikum bei der Therapie vom NSCLC und eignet sich 
daher gut, um einen möglichen Einfluss von IGFBP3 auf die Chemosensitivität zu 
untersuchen. 
Wie bereits zuvor aufgezeigt, konnten keine Unterschiede im 2D – Wachstum der 
Versuchsgruppen ohne Zusatz von Chemotherapeutikum detektiert werden. 
Alle Zellen, die mit dem Chemotherapeutikum Cisplatin behandelt wurden, wuch-
sen insgesamt schlechter im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (Abb. 14). 
(H1299: 3,3 ± 0,6; EGFP: 2,1 ± 0,5; IGFBP3: 2,8 ± 0,6)
Signifikante Unterschiede beim Wachstum nach Zugabe von Cisplatin zwischen 
den Versuchsgruppen konnten bei den IGFBP3-transfizierten Zellen im Ver-
gleich zu der Kontrollgruppe EGFP beobachtet werden. Die Wachstumsrate der 





von Cisplatin - MTT- Methode
Nach dem Aussäen der Zellen auf 6-Well-Platten und Zugabe des Chemotherapeuti-
kums Cisplatin, wurde mittels MTT-Test am Tag 0 und am Tag 3 die Zellzahl bestimmt 




Neben der MTT-Messung zur Beurteilung der Zellzahlvermehrung wurde außer-
dem in den Zellüberständen LDH, als Marker für die Zytotoxität bzw. den Grad 
der Zellschädigung gemessen. Die ermittelte Konzentration an LDH wurde zum 
besseren Vergleich anschließend noch auf 106 Zellen bezogen. In allen Zellüber-
ständen konnte LDH nachgewiesen werden. (Kontrolle - H1299: 46,4 ± 13,5; EGFP: 
44,8 ± 12,9; IGFBP3: 40,4 ± 13,0; Cisplatin - H1299: 81,7 ± 40,5; EGFP: 118,2 ± 
19,6; IGFBP3: 69,3 ± 34,9 U/106 Zellen)
Ähnlich wie auch bei den Untersuchungen zum Wachstum konnten auch hier 
signifikante Unterschiede bei der Zytotoxität zwischen der zu untersuchenden 
Gruppe IGFBP3- transfizierter Zellen und der Kontrollgruppe mit dem Leervek-
tor  pIRES-EGFP-transfizierter Zellen bei Zugabe von Cisplatin beobachtet wer-
den (Abb. 15). Es kam zu einer signifikanten Verminderung von LDH bei den 
 IGFBP3-Zellen im Vergleich zu den EGFP-Zellen. 
Abb. 15: Einfluss	von	IGFBP3	auf	das	2D-	Wachstum	ohne/	nach	Zugabe	von	
Cisplatin - LDH- Messung
Nach dem Aussäen der Zellen auf 6-Well-Platten und Zugabe des Chemothera-
peutikums Cisplatin, wurde nach 3 Tagen Wachstum der LDH-Wert mittels LDH- 






Da es sowohl signifikante Unterschiede beim Wachstum der Zellen in 3D-Kultu-
ren, als auch bei den Chemotherapieversuchen in den 2D-Zellkulturen gegeben 
hatte (siehe oben), wurde in einem weiteren Experiment der Einfluss von Cisplatin 
auch auf das Wachstum in 3D-Kulturen überprüft. 
Wie bereits in den vorangegangenen Experimenten wurden die Sphären nach 
5-tägigem Zusammenwachsen in ein Matrigel übertragen. Dieses enthielt nun 
zusätzlich Cisplatin in der gleichen Konzentration wie auch in den 2D-Versuchen 
(50µM). Die Größe der Sphäre wurde nach Übertragung ins Gel, am Tag 0, bestimmt 
sowie nach 6 Tagen Wachstum, um dadurch Rückschlüsse auf Unterschiede ziehen 





	 	Abb. 16: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	3D-	Proliferation	nach	Zugabe	von	
Cisplatin
A – Tag 0 einer IGFBP3-Sphäre, B – Tag 6 der gleichen IGFBP3-Sphäre 
C - Tag 0 einer EGFP-Sphäre, D – Tag 6 der gleichen EGFP-Sphäre 






Wie bereits in den Beispielfotos (Abb. 16) und auch im nachfolgenden Diagramm 
(Abb. 17) gut sichtbar, hat das hinzugefügte Cisplatin starke wachstumshem-
mende Wirkung auf alle drei Zellgruppen. Nach 6 Tagen Wachstum der Sphären 
im Cisplatin-Matrigel zeigte sich bei den beiden Kontrollgruppen eine geringe 
Volumenzunahme (Faktor Volumenzunahme: H1299: 1,2 ± 0,3; EGFP: 1,1 ± 0,4). 
Bei der Gruppe mit den IGFBP3-Zellsphären führte die Cisplatinbehandlung zu 
einer signifikanten Volumenabnahme der Sphären (Faktor Volumenzunahme: 
IGFBP3: 0,7 ± 0,3).
Abb. 17: Einfluss	von	IGFBP3	auf	die	3D-	Proliferation	von	H1299-	Zellen	
nach Zugabe von Cisplatin
Nach dem Zusammenwachsen der Zellen zu Sphären wurden diese in Matrigel über-
tragen, welches zusätzlich Cisplatin enthielt. Die Größe wurde am Tag 0 und am Tag 
6 dokumentiert und der Faktor der Volumenzunahme anschließend mit Hilfe der 
bestimmten Sphärengrößen berechnet. (n=8); *p ≤ 0,033 
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5.1 Überexpression von IGFBP3 und Verminderung von freiem IGF-1
5 DISKUSSION
Der Frage nach dem Einfluss von IGFBP3 auf die tumorgenen Eigenschaften der 
Lungentumorzelllinie H1299 und damit zusammenhängend der möglichen thera-
peutischen Bedeutung von IGFBP3 in vitro wurde im Rahmen dieser Arbeit nach-
gegangen. Die durchgeführten Untersuchungen mit den dargestellten Ergebnissen 
zeigen einen vielfachen Einfluss von IGFBP3 auf die Lungentumorzelllinie H1299. 
Sowohl beim Wachstum, der Invasion und der Migration, als auch bei Faktoren, 
die diese Prozesse unterstützen sowie bei der Chemosensitivität konnten deutli-
che Veränderungen aufgezeigt werden. 
Zur Beantwortung der in der Zielstellung formulierten Fragen wurden verschie-
dene Untersuchungen an der NSCLC-Zelllinie H1299 durchgeführt. Neben der zu 
untersuchenden Gruppe an H1299-Zellen, welche mit einem Expressionsvektor 
der IGFBP3 überexprimiert, transfiziert worden waren, wurden alle Experimente 
auch an zwei Kontrollgruppen durchgeführt. Die Kontrollgruppe „EGFP“ mit 
H1299- Zellen, die mit dem Leervektor transfiziert worden waren, stellt jedoch 
zur Beurteilung der Ergebnisse die bessere Vergleichsgruppe dar. Diese Zellen 
durchliefen, wie auch die „IGFBP3“-Zellen, die gleiche Prozedur beim Transfizie-
ren mit dem Vektor und beim regelmäßigen Sortieren mittels Durchflusszytome-
trie. Um einen eventuellen Einfluss des Vektors auf die Untersuchungsergebnisse 
auszuschließen, wurden jedoch alle Untersuchungen auch an den unveränderten 
H1299-Zellen durchgeführt. 
5.1 ÜBEREXPRESSION VON IGFBP3 UND
VERMINDERUNG VON FREIEM IGF-1 
Die, in den ersten Untersuchungen nachgewiesene, deutlich vermehrte Produk-
tion von IGFBP3 durch die IGFBP3-transfizierten Zellen, stellte die Grundlage für 
die weitere Beurteilung der möglichen therapeutischen Bedeutung von IGFBP3 
in vitro dar. Das Einbringen der cDNA für IGFBP3 durch den Vektor pIRES-EGFP 
führte demnach nachweislich zu einer Überexpression von IGFBP3. So lagen die 
IGFBP3- Konzentrationen bei den mit der cDNA transfizierten Zellen rund 35 
Mal höher als bei den unbehandelten H1299-Zellen. Auch Zhou und Kollegen 
nutzen 2015 in ihrer Studie die ELISA-Methode um erhöhte IGFBP3 Werte nach 
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5.2 Wachstum (2D und 3D)
 Transfektion mit einem Adenovirus, der die cDNA für IGFBP3 enthielt, nachzu-
weisen [29]. Das eindeutige Ergebnis in den Untersuchungen dieser Arbeit zeigte, 
dass der verwendete Vektor pIRES-EGFP mit der zusätzlich eingebauten cDNA für 
IGFBP3 gut funktionierte und damit für weitere Versuche geeignet war. 
Neben der Überexpression von IGFBP3 wurde auch die Funktionalität von IGFBP3 
überprüft. Eine grundlegende Hypothese für die Experimente war die Annahme, 
dass IGFBP3 freies IGF-1 bindet, welches im Weiteren den Zellen nicht mehr zu 
Verfügung steht. Diese Hypothese stützte sich auf der in der Literatur mehrfach 
zu lesenden Aussage, dass IGFBP3 als Hauptbindungsprotein für IGF-1 dient und 
IGF-1 damit zu 99% in gebundener Form vorliegt [13, 15, 22, 23, 24]. In den nach-
folgenden Versuchen wurde die Bindung nun indirekt nachgewiesen. Die Konzen-
tration an freiem IGF-1 war 2 Stunden nach Zugabe bei den IGFBP3-transfizierten 
Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen 40% geringer und damit signifikant 
vermindert. Für den direkten Nachweis, dass IGF-1 durch IGFBP3 gebunden wird, 
wäre beispielsweise ein Testsystem mit radioaktiven Substanzen nötig gewesen. 
Dies war im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht möglich. Die signifikante Vermin-
derung von IGF-1 in den Überständen der IGFBP3- transfizierten Zellen deutet 
jedoch stark auf die Bindung von freiem IGF-1 durch IGFBP3 hin und unterstreicht 
damit die Meinung in der Literatur zur Rolle von IGFBP3 als Hauptbindungspro-
tein für IGF-1 [13, 15, 22, 23, 24]. 
Welchen Einfluss die Überexpression von IGFBP3 und die damit einhergehende 
Verminderung von freiem IGF-1 auf die NSCLC- Zelllinie H1299 hat und ob es zu 
Veränderungen bei tumorgenen Eigenschaften führt, wurde in den nachfolgenden 
Experimenten untersucht. 
5.2 WACHSTUM (2D UND 3D)
In der Literatur wird die Rolle von IGFBP3 hinsichtlich von Tumorwachstum 
kontrovers diskutiert. Einerseits konnte die wachstumshemmende Wirkung von 
IGFBP3 durch Verhinderung der Bindung von IGF an den IGF-1R und Einfluss auf 
proliferative Effekte durch EGF [30, 31] nachgewiesen werden, anderseits ist jedoch 
auch eine wachstumsfördernde Wirkung, u.a. durch die kontrollierte Abgabe und 
Präsentation von IGF an den IGF-1R und Verhinderung der Runterregulierung des 
IGF-R beschrieben [13, 20].  Aus diesem Grund waren die Untersuchungen zum 




5.2 Wachstum (2D und 3D)
Die Ergebnisse der Untersuchungen zum Wachstum der NSCLC- Tumorzellen im 
Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass IGFBP3 bei Kulturen, die als Monolayer wuch-
sen, keinen sichtbaren Einfluss auf das Wachstum hatte. Zweidimensionale Zell-
kultursysteme spiegeln jedoch nur in geringem Maße die physiologischen Bedin-
gungen eines Tumors in vivo wieder, da die Tumorzellen nicht im Zellverband, 
sondern vielmehr individuell analysiert werden. So hat beispielsweise das zuge-
fügte Kulturmedium einen stärkeren Einfluss auf Stoffwechselprozesse und damit 
auch auf das Zellwachstum. Das im Kulturmedium enthaltende FKS (10%) bein-
haltet u.a. ebenfalls Enzyme und Faktoren, wie z.B. IGF (wurde auch im IGF-ELISA 
nachgewiesen), welches Einfluss auf die Zellen, die als Monolayer wuchsen, neh-
men kann. [32] Dreidimensionale Tumormodelle erlauben die Charakterisierung 
von Tumorzellen als Zellverband, in dem die Zellen untereinander kommunizie-
ren und Stoffaustausch betreiben können, was den physiologischen Bedingungen 
in vivo viel näherkommt. Hier stehen den Zellen nur die Stoffe und Faktoren im 
Gel zur Verfügung, die in unmittelbarer Nähe sind. Ein Konzentrationsausgleich 
erfolgt durch Diffusion im Gel wesentlich langsamer. Weiterhin müssen die Stoffe 
und Faktoren für die Zellen in der Sphäre erst durch die äußeren Zellen gelangen. 
So ist die Bereitstellung von Stoffen und Faktoren, die für die Proliferation der Zel-
len verantwortlich sind, nicht wie im Monolayer überall gleich. Bei den Untersu-
chungen des Wachstums in 3D mittels Zellsphären, die nach Zusammenwachsen 
in einem hängenden Tropfen in Matrigel übertragen wurden, konnten eindeutige 
Unterschiede erkannt werden. Die Überexpression von IGFBP3 führte zu einem 
stark verminderten 3D-Wachstum der Zellsphären. So wuchsen die Kontrollzellen 
im Durchschnitt 2,5 bis 3 Mal stärker als die IGFBP3-transfizierten Zellen. 
Ali und Kollegen berichteten 2003 über IGFBP3 als Protein, welches IGF-1 und 
IGF-2 induzierte, zellproliferative Effekte durch Störung der Interaktion von IGF 
mit dem IGF-R inhibiert. [22] Und auch Jin und Kollegen berichteten 2014 über 
wachstumsinhibierende Wirkungsweisen von IGFBP3 [21], ebenso wie  Brahmkhatri 
und Kollegen 2014 in ihrem Review von IGFBP3 als Tumorsupressor schrieben 
und die negativen Effekten auf Zellüberleben, Zellwachstum und Tumorwachs-
tum darlegten [13]. In den Studien wird dabei die Bindung von freiem IGF durch 
IGFBP3 diskutiert, die mit einer höheren Affinität als die Bindung zwischen IGF 
und IGF-R so hemmenden Einfluss auf die Interaktion zwischen Ligand und Rezep-
tor, mit Auswirkungen auf die Signalkaskade hat [13, 21]. Neben dem Einfluss von 
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5.3 Invasion und MMP-1
IGFBP3 auf die Interaktion zwischen IGF-1 und dem IGF-1R sind außerdem  IGF/
IGF-1R-unabhängige, antiproliferative und pro-apoptotische Effekte von IGFBP3 
beschrieben. Eine Studie von Lui und Kollegen aus dem Jahr 2000 zeigte direkte 
funktionale Interaktionen zwischen IGFBP3 und dem  RXR-a-Rezeptor auf. Dabei 
wurde deutlich, dass IGFBP3 durch Bindung an dem RXR-a-Rezeptor direkten 
Einfluss auf die Genexpression hat und so Apoptose induziert [20]. Daneben wurde 
in einer anderen Studie von Lee und Kollegen im Jahre 2002 IGFBP3 als poten-
ter Inhibitor des PI3K/Akt/PKB und MAPK Signalweges beschrieben und damit 
zusammenhängend ebenfalls Auswirkungen auf das Zellüberleben diskutiert [33]. 
All diese Ansätze würden Erklärungen dafür geben, dass bei Überexpression von 
IGFBP3 ein stark vermindertes 3D- Wachstum zu beobachten ist. Genauere und 
weiterführende Untersuchungen zu den dahinterstehenden Signalwegen und 
Mechanismen könnte Gegenstand weiterer Arbeiten darstellen. 
5.3 INVASION UND MMP-1
Neben dem Zellwachstum spielt bei Tumoren jedoch auch die Invasion eine 
wesentliche Rolle. Ähnlich wie bei den Ergebnissen der 3D-Proliferation konnte 
auch bei den Versuchen hinsichtlich Invasion ein Effekt bei Überexpression von 
IGFBP3 beobachtet werden. So kam es zwar bei allen Zellgruppen zur Invasion 
aus dem Sphärenverbund in das umliegende Matrigel, jedoch betrug die Wander-
strecke bei Zellen, die IGFBP3 überexprimierten, im Vergleich zu den EGFP-Zellen 
nur die Hälfte. IGFBP3 zeigte auch hier einen hemmenden Einfluss auf die Inva-
sion der Tumorzellen. 
Zu ähnlichen Ergebnissen kamen auch Oh und Kollegen in ihrer Studie 2006 [34]. 
Für die Überexpression von IGFBP3 in A549- und H1299-Zellen nutzen sie dabei 
einen adenoviralen Vektor. Die Invasion der Tumorzellen war nach dem Transfi-
zieren mit dem Vektor im Vergleich zu den nicht transfizierten Zellen signifikant 
vermindert [34]. Des Weiteren berichteten Oh und Kollegen, dass die alleinige 
Zugabe von rekombinanten IGFBP3 zu einer Hemmung der Invasion bei H1299- 
Zellen um 50% im Vergleich zu den unbehandelten Zellen führte [34]. Oh´s und 
Kollegen´s Ergebnisse decken sich mit den Beobachtungen im Rahmen dieser 
Arbeit und bekräftigen die Annahme, dass die Überexpression von IGFBP3 zumin-




Die Fähigkeit der Tumorzellen invasiv zu wachsen und das umliegende Gewebe 
zu infiltrieren und zu zerstören ist dabei vor allem bedingt, durch die Bindung an 
Elemente der Extrazellulären Matrix und deren lokale Proteolyse. So sind unter 
anderem MMPs notwendig, die Impermeabilität der Basalmembran zu durch-
brechen, Strukturen wie Kollagen zu schneiden und so die Tumorzellinvasion zu 
ermöglichen [10]. Um Erklärungen für die verminderte Invasion bei Überexpres-
sion von IGFBP3 auch auf Proteinebene zu finden, wurde MMP-1 im Zellüberstand 
untersucht. MMP-1 wird u.a. vermehrt von Bronchialkarzinomzellen sezerniert, 
schneidet natives Kollagen Typ I, II, III, V und VI und stellt daher einen geeigneten 
Marker für die Beurteilung des Invasionsverhaltens von Zellen dar [10].
Wie in den Ergebnissen dargestellt, wurde in den Überständen der IGFBP3-tranz-
fizierten Zellen im Vergleich zu den „EGFP“-Zellen insgesamt ca. 70% weniger 
MMP-1 nachgewiesen. Dieses Ergebnis unterstreicht und gibt eine mögliche 
Erklärung für die verminderte Invasion der H1299-Zellen bei Überexpression von 
IGFBP3. 
Eine Studie von Werb und Kollegen von 1999 verdeutlichte eine direkte Korrela-
tion zwischen einer erhöhten Expression von MMPs und der vermehrten Invasi-
vität von Tumoren [11]. Dieser Zusammenhang spiegelt sich auch in den Ergeb-
nissen im Rahmen dieser Arbeit wieder, bei der eine nachgewiesene verminderte 
Expression von MMP-1 eine ebenfalls nachgewiesene geringere Invasion bei 
Überexpression von IGFBP3 erklärt. 
5.4 MIGRATION
In der Literatur sind unterschiedliche Aussagen zu dem Einfluss von IGFBP3 auf 
die Migration von Tumorzellen beschrieben. Sowohl die Stimulation, als auch die 
Hemmung der Migration bei der Überexpression von IGFBP3 bei Tumorzellen sind 
in der Literatur zu lesen [34, 35]. Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht wer-
den, in wie weit IGFBP3 Einfluss auf die Migration von H1299-Zellen hat. 
In den Ergebnissen der Untersuchungen konnte kein Effekt von IGFBP3 auf die 
Migration nachgewiesen werden. Die Migration unterschied sich in allen drei Ver-
suchsgruppen nicht signifikant voneinander.
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5.5 Veränderungen bei der Produktion von Angiogenesefaktoren
Oh und Kollegen zeigten in ihrer Studie 2006 neben den Ergebnissen zur Inva-
sion, dass IGFBP3 auch inhibierenden Einfluss auf die Migration von Lungentu-
morzellen hat [34]. Die Migration der Zellen war durch die Überexpression von 
IGFBP3 mit Hilfe des adenoviralen Vektors sowohl bei den A549- Zellen als auch 
bei den H1299- Zellen signifikant inhibiert [34]. Anders als in den Migrations-
untersuchungen dieser Arbeit, nutzten Oh und Kollegen konditioniertes Medium 
von Fibroblasten als chemoattraktierende Lösung in der unteren Kammer und 
beschichteten die Filter zusätzlich mit einer Kollagen IV- Lösung [34]. Dieser 
veränderte Versuchsaufbau könnte ausschlaggebend für die unterschiedlichen 
Ergebnisse gewesen sein. 
Zu einem ebenfalls anderen Ergebnis bei Migrationsversuchen kamen Yen und 
Kollegen in ihrer Studie 2015 [35]. Hier führte die im Oralen Plattenepithelkarzi-
nom beobachtete Hochregulierung der IGFBP3- Genexpression zu einer Stimula-
tion der Migration bei den Tumorzellen. Yen und Kollegen berichteten weiterhin, 
dass IGF-unabhängige Mechanismen von IGFBP3 für die vermehrte Migration 
verantwortlich seien [35]. Im Rahmen der Untersuchungen dieser Arbeit führte 
die Überexpression von IGFBP3 zu einer verstärkten Bindung von IGF-1 und 
daraus resultierenden IGF-1-abhängigen Mechanismen. Untersuchungen zu 
 IGF-1-unabhängigen Mechanismen bei Überexpression von IGFBP3 in H1299-Zel-
len könnten Gegenstand weiterer Arbeiten sein. 
5.5 VERÄNDERUNGEN BEI DER PRODUKTION VON
ANGIOGENESEFAKTOREN
Die Studie von Werb und Kollegen zeigt neben dem Zusammenhang zwischen 
erhöhter Expression von MMPs und der vermehrten Invasivität von Tumoren wei-
terhin auf, dass Proteasen, insbesondere MMPs, für Prozesse wie den EZM-Umbau 
und die Angiogenese verantwortlich sind [11]. Der Einfluss von Gefäßneubildung 
und der damit verbundenen Versorgung von Tumoren, gilt als wichtiger Faktor bei 
der Tumorbildung. Aus diesem Grund folgten weitere Untersuchungen hinsicht-
lich des Einflusses von IGFBP3 auf die Bildung von Angiogenese-stimulierenden 
Faktoren VEGF und bFGF. 
Bei den Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnte bFGF in keinen der 
Überständen der Versuchsgruppen nachgewiesen werden. Allerdings wiesen die 
65
5 Diskussion
5.6 Veränderungen bei der Chemosensitivität der H1299- Zellen
Lysate der Kontrollzellen eine signifikant höhere Konzentration an bFGF (ca. 50% 
höher) auf als die Lysate der IGFBP3-transfizierten Zellen. Die verminderte Menge 
von bFGF bei Überexpression von IGFBP3 könnte eine Erklärung für das vermin-
derte 3D-Wachstum der mit IGFBP3-transfizierten H1299-Tumorzellen sein. So 
zeigten Kuhn und Kollegen 2004, dass eine Inhibierung der bFGF-Genexpression 
zu einem verringerten Wachstum der NSCLC-Tumorzellen führt [36]. Auch bei 
dem zweiten untersuchten Angiogenesefaktor VEGF zeigten sich ähnliche Ergeb-
nisse. In allen Überständen konnte VEGF nachgewiesen werden, jedoch wiesen die 
Überstände der IGFBP3-transfizierten Zellen signifikant verminderte Werte auf. 
Auch hier zeigte eine Studie von Naikoo und Kollegen 2017, dass die Hochregulie-
rung von VEGF eine Rolle in der Progression und Prognose von NSCLC spielt [37]. 
Demnach würde eine verminderte VEGF-Expression, wie in den hier aufgeführten 
Ergebnissen, ein verringertes Wachstum der NSCLC-Zellen mit erklären. 
IGFPB3 wird insgesamt eher eine Tumor- hemmende und das Zellwachstum-inhi-
bierende Wirkungsweise zugeschrieben [13, 21, 25]. In den Ergebnissen im Rah-
men dieser Arbeit konnte jedoch gezeigt werden, dass IGFBP3 neben dem hem-
menden Einfluss auf das Tumorzellwachstum auch die Bildung von Invasions- und 
Angiogenese-unterstützende Faktoren hemmt. Ob der Einfluss von IGFBP3 durch 
IGF-abhängige- oder auch durch IGF/IGF-R-unabhängige Wirkungsweisen erfolgt, 
bedarf weitergehender Untersuchungen.
5.6 VERÄNDERUNGEN BEI DER CHEMOSENSITIVITÄT 
DER H1299- ZELLEN
Chemotherapie stellt bei NSCLC-Patienten eine häufig angewandte Therapie-
option dar. Die Meinungen über die exakte Rolle von IGFBP3 bei der Chemosen-
sitivität und damit bei der Entwicklung von Resistenzen gehen in der Literatur 
auseinander. Während in einigen Studien der Verlust der IGFBP3-Expression in 
Zusammenhang mit Resistenzen gegen Cisplatin gebracht wird [21, 38], so wird in 
anderen Studien keine Assoziation zwischen der IGFBP3-Expression und Resis-
tenzentwicklung gegen Tyrosinkinase- Inhibitoren beschrieben [39, 40]. Unter-
suchungen zum Zusammenhang zwischen der IGFBP3- Überexpression und der 




5.6 Veränderungen bei der Chemosensitivität der H1299- Zellen
Zu den beim NSCLC zugelassen und wirksamsten Einzelsubstanzen zählt das 
„First line“- Therapeutikum Cisplatin. Dieses wurde im Rahmen dieser Arbeit 
genutzt, um Untersuchungen zum Einfluss auf das Zellwachstum (2D und 3D) 
durchzuführen und damit eventuelle Veränderungen bei der Chemosensitivität 
der transfizierten Zellen zu detektieren. 
In den Versuchen zum Einfluss auf das 2D-Wachstum wurde neben der Beurteilung 
der Zellzahlvermehrung mittels MTT-Messung, parallel auch die Konzentration 
an LDH, als Marker für die Zytotoxität, ermittelt. Betrachtet man den Einfluss von 
Cisplatin und vergleicht dabei die IGFBP3- transfizierten Zellen mit den Kontroll-
zellen, so ging ein verminderter MTT- Wert (schlechtere Zellvermehrung) auch 
gleichzeitig mit einer erhöhten Zytotoxität einher. Wuchsen die Zellen also durch 
die Chemotherapie schlechter, so war gleichzeitig der Grad der Zellschädigung 
erhöht. In allen drei Versuchsgruppen konnte die wachstumshemmende Wirkung 
von Cisplatin nachgewiesen werden, wobei die Konzentration so gewählt wurde, 
dass es trotzdem zu einer Zellvermehrung der H1299-Zellen kam, um eventuelle 
Unterschiede bei den Gruppen feststellen zu können. Die IGFBP3- transfizier-
ten Zellen wuchsen, wie bereits in den Ergebnissen aufgezeigt, im Vergleich zu 
den „EGFP“-Zellen nur gering, wenn gleich auch signifikant, besser und wiesen 
einen geringeren Grad der Zellschädigung auf. Auch wenn die EGFP-Gruppe die 
eigentliche Kontrollgruppe darstellt, so fiel dennoch auf, dass im Vergleich zu den 
unbehandelten H1299-Zelllen die transfizierten Zellen generell bei Zugabe von 
Chemotherapeutika schlechter wuchsen, also sensibler auf die Wirkstoffe reagier-
ten. Hier könnte der Vektor eine mögliche Rolle gespielt und eventuellen Einfluss 
genommen haben.
Über ähnliche Untersuchungen berichteten Choi und Kollegen 2013 in ihrer Studie 
[39]. Dafür transfizierten sie u.a. HCC827- Zellen mit einem adenoviralem Vektor 
für IGFBP3 (Ad/IGFBP3) und behandelten diese dann mit Chemotherapeutika der 
Gruppe EGRF- Tyrosinkinaseinhibitoren (EGFR-TKIs) [39]. Dies führte zu keiner 
effektiven Hemmung der Zellproliferation. Auch die Zugabe von rekombinanten 
IGFBP3 zusammen mit EGFR-TKIs führte nur zu einer moderaten Wachstumsinhi-
bierung [39]. Die Induktion von IGFBP3 führte laut Choi und Kollegen demnach zu 
einer geringen Steigerung des Effekts der  Tyrosinkinaseinhibitoren, hatte jedoch 
keinen nachweißlichen Einfluss auf die Resistenzentwicklung [39]. 
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5.7 Therapeutische Bedeutung von IGFBP3 bei NSCLC
Wie bei den 2D- Versuchen, so fiel auch bei den Untersuchungen zum Einfluss 
Cisplatin auf das 3D- Wachstum der H1299- Zellen ein vermindertes Wachstum, 
sogar insgesamt eine Verkleinerung der Sphären bei Überexpression von IGFBP3 
im Vergleich zu beiden Kontrollgruppen auf. 
Untersuchungen zur Resistenzentwicklung bei Cisplatin in Lungenkrebszellli-
nien führten auch Cortés-Sempere und Kollegen in ihrer Studie 2013 durch [38]. 
Sie berichteten dabei über den Verlust der IGFBP3- Expression durch Promoter- 
Hypermethylierungen, welcher zu einer Verringerung der Sensitivität der Tumor-
zellen gegenüber Cisplatin führte [38]. Demnach zeigte sich eine IGFBP3- Überex-
pression in menschlichen Lungenkrebszelllinien begleitend mit einem geringeren 
Phosphorylierungsgrad von IGF-1R und AKT und weiterhin einhergehend mit 
einer gesteigerten Sensitivität für Cisplatin [38]. 
Die Aussagen von Cortés- Sempere und Kollegen spiegeln sich durchaus auch in 
den Ergebnissen dieser Arbeit wieder, wobei die Überexpression von IGFBP3 auch 
nach Zugabe von Cisplatin zu einer Hemmung des Wachstums führt, die Zellen 
also sensitiv für Cisplatin bleiben. 
Wie Denduluri und Kollegen 2015 beschrieben [19], so zeigen auch die vorgestell-
ten Ergebnisse zu IGFBP3 in dieser Arbeit, dass IGFBPs durchaus eine Rolle bei 
der Entwicklung von Chemotherapie- Resistenzen beim Lungenkrebs spielen. 
Ob IGFBP3 eher Resistenz-fördernd oder -hemmend wirkt und welche Rolle der 
Methylierungs- bzw. Phosphorylierungsgrad von Enzymen beteiligter Signalwege 
spielt, könnten Ansätze weitergehender, vertiefender Arbeiten darstellen. 
5.7 THERAPEUTISCHE BEDEUTUNG VON IGFBP3 BEI
NSCLC
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Überexpression von 
IGFBP3 zu vielfachen Veränderungen der tumorgenen Eigenschaften der NSCLC-
Zelllinie H1299 in vitro führte. Die Ergebnisse der Untersuchungen sowie die mehr-
heitliche Meinung in der Literatur, die IGFBP3 Antitumoraktivitäten zuschreiben, 
lassen demnach die Frage nach der therapeutischen Bedeutung von IGFBP3 zu. 
Mehrere Studien haben bisher erhöhte Konzentrationen von IGF und gleich-
zeitig veränderte IGFBP3-Level mit einem erhöhten Risiko für die Entwicklung 
von Tumoren, das NSCLC eingeschlossen, assoziiert. [13, 21, 24] Gleichzeitig 
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werden erhöhte IGFBP3-Plasmakonzentrationen mit einem geringeren Risiko 
in Verbindung gebracht und als ein protektiver Faktor bezüglich Tumorerkran-
kungen angesehen. [22, 24, 41] Insgesamt ist  wahrscheinlich eher das Verhält-
nis zwischen IGF-1 und IGFBP3 ausschlaggebend, will man das Risiko für eine 
Tumorerkrankung abschätzen. [22, 41] Neben der Risikoabschätzung wird IGF 
und IGFBP3 eventuelle Bedeutung als klinische Marker zugeschrieben. Obwohl 
in einer neueren Studie von Tas und Kollegen 2016 die Unterschiede der Serum-
IGF-1 Konzentrationen bei Lungenkrebspatienten und gesunden Kontrollen keine 
Signifikanz erreichten, so wurden in der Studie dennoch signifikant erniedrigte 
IGFBP3-Konzentrationen bei Lungenkrebspatienten aufgezeigt. [42] Auch hier 
wird der Zusammenhang zwischen IGF-1- und IGFBP-3-Serumlevel bei Lungen-
krebspatienten verdeutlicht, diese konnten jedoch nicht mit dem Outcome der 
Patienten assoziiert werden. [41] Ebenfalls beschrieben Jin und Kollegen in ihrer 
Studie 2014 einen vermehrten Verlust der IGFBP3- Expression bei NSCLC- Patien-
ten im Stadium 1, hier jedoch einhergehend mit einer schlechteren Prognose. [21] 
Die Analyse von IGF-1 und IGFBP-3 hat demnach eine durchaus diagnostische 
Bedeutung bei Lungenkrebspatienten, wenngleich die genauen Zusammenhänge 
auch hier noch nicht eindeutig geklärt sind.  
Der Einsatz von IGFBP3, begründet durch die wachstumshemmenden, antipro-
liferativen Tumoreigenschaften einerseits und dem Entgegenwirken des Expres-
sionsverlusts bei NSCLC-Patienten anderseits, könnte eine in Zukunft denkbare 
therapeutische Möglichkeit darstellen.  Mechanismen wie posttranslationale 
Modifikationen, Proteolyse, Phosphorylierung und Glykolisierungen inbegriffen, 
sind jedoch beschrieben, die der Antitumoraktivität IGFBP3s entgegenwirken, 
die Ligandenbindung stören und antiproliferative und pro-apoptotische Wir-
kungsweisen negativ beeinflussen könnten. [21] Auch die Beeinflussung durch 
IGFBP3-Proteasen, wie Serinproteasen, Cathepsine und MMPs, welche einerseits 
für die Spaltung des IGF/IGFBP3-Komplexes verantwortlich sind und somit die 
IGF-Signalweg abhängige Zellproliferation begünstigen, andererseits eine even-
tuelle Rolle in der Tumorprogression und dem Tumorzellüberleben spielen, stellt 
ein mögliches Hindernis beim therapeutischen Einsatz von IGFBP3 dar. [13, 21] 
Inwieweit IGFBP3 wirklich eine therapeutische Möglichkeit darstellt, bzw. ob 
eventuell Veränderungen in der zentralen Domäne von IGFBP3, verantwortlich 
für Posttranslationale Modifikationen, oder eine gleichzeitige Beeinflussung 
der IGFBP3-Proteasen mögliche Wege darstellen, könnten im Rahmen weiterer 
Untersuchungen und Arbeiten geklärt werden. 
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In dieser Arbeit und in anderen Studien konnte die antiproliferative, pro-apopto-
tische Rolle von IGFBP3 in vitro und die Rolle als anti-tumor-Protein via IGF-1/
IGF-1R-abhängiger sowie unabhängiger Mechanismen, dargestellt werden. Wei-
tere Untersuchungen werden jedoch nötig sein, um sowohl die normale physiolo-
gische, als auch die Rolle in der Pathologie und Entstehung von Krebs eindeutig 
klären zu können. IGFBP3 stellt dabei ein durchaus relevantes Molekül sowohl in 
der Entstehung, als auch für die Diagnostik und Therapie von Tumoren dar. Erste 
Ansätze IGFBP3 als klinischen Marker zu nutzen gibt es bereits, jedoch sind die 
Studien dazu meist noch zu klein, um eine eindeutige Aussage zu bekommen. Auch 
die Weiterentwicklung neuer Therapieansätze mit Fokus auf den IGF-Signalweg 
und IGFBP3 sind denkbar und werden, durch die immer stärker werdende Rele-
vanz von monoklonalen Antikörper, eventuell eine in Zukunft wichtige Rolle in 
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Laut aktueller Meinung des Robert Koch Institut erkrankt jede zweite Frau und 
jeder zweite Mann im Laufe seines Lebens an Krebs. Lungenkrebs nimmt mit Platz 
2 bei Männern und Platz 3 bei Frauen der häufigsten Tumorlokalisationen aller 
Krebsneuerkrankungen in Deutschland eine wesentliche Rolle ein. Leider konnte 
die im Vergleich zu anderen Krebserkrankungen eher ungünstige Prognose in den 
letzten 20 Jahren nicht wesentlich verbessert werden. Die Forschung an neuen 
Diagnose- und Therapiemöglichkeiten und deren Etablierung im klinischen All-
tag stellen wichtige Ziele der nahen Zukunft dar. Gleichzeitig zeigt sich dabei die 
Notwendigkeit auf, sich mit bereits bestehenden und teilweise bekannten Mecha-
nismen und Sachverhalten zu beschäftigen, sie weiter verstehen zu lernen und 
Methoden und Wege weiter zu entwickeln.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden Untersuchungen zur möglichen therapeutischen 
Bedeutung von IGFBP3 (Insulin-like-Growth Factor Binding Protein 3) beim 
Lungenkrebs in vitro durchgeführt. Es handelt sich bei IGFBP3 um das Hauptbin-
dungsprotein für IGF (Insulin-like-Growth Factor), welches nachweißlich Einfluss 
auf die Regulation des IGF-Signalwegs und damit auf Zellwachstum, Zellprolifera-
tion und Apoptose hat. Für die Untersuchungen wurde die NSCLC-Zelllinie H1299 
stabil mit einem Vektor für das Gen IGFBP3 transfiziert. Als Kontrolle dienten 
einerseits die H1299-Zellen ohne Vektor, wie auch Zellen, welche nur den Vektor 
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ohne cDNA enthielten. Bei den Untersuchungen sollte geklärt werden, inwieweit 
die Überexpression von IGFBP3 die Proliferation, Migration, Invasion und die 
Chemosensitivität von NSCLC (non small cell lung cancer) Zellen beeinflusst. Ziel 
war die Beantwortung der Frage, ob IGFBP3 die tumorgenen Eigenschaften von 
Lungenkarzinomzellen verändern kann und dadurch ein neues und interessantes 
Forschungsobjekt für die Therapie von Lungentumoren darstellt.
Nach dem Einbau der cDNA für IGFBP3 mittels Vektor konnte einerseits eindeu-
tig die Überexpression und anderseits die Bindung von freiem IGF-1 und damit 
die Funktion des IGFBP3 als Hauptbindungsprotein, nachgewiesen werden. Auf 
Grund der in der Literatur unterschiedlich beschriebenen wachstumsfördern-
den, als auch wachstumsinhibierenden Wirkungsweisen von IGFBP3, waren die 
anschließenden Untersuchungen zum Einfluss von IGFBP3 auf das Wachstum der 
Tumorzellen von wichtiger Bedeutung. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigten bei 
der Überexpression von IGFBP3 ein stark vermindertes 3D-Wachstum der NSCLC-
Zellen H1299 auf. So wuchsen die Kontrollzellen im Durchschnitt 2,5 bis 3 Mal 
stärker als die IGFBP3- transfizierten Zellen. Bei den Untersuchungen zum 2D- 
Wachstum und der Migration konnten keine wesentlichen Unterschiede festge-
stellt werden. Neben dem Zellwachstum spielt bei Tumoren jedoch auch die Inva-
sion eine wesentliche Rolle. Ähnlich wie bei den Ergebnissen der 3D-Proliferation 
führte die Überexpression von IGFBP3 auch bei der Invasion zu einer Hemmung. 
So kam es zwar bei allen Zellgruppen zur Invasion aus dem Sphärenverbund in das 
umliegende Matrigel, jedoch war die Wanderstrecke der IGFBP3-Zellen im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen signifikant vermindert. Die Fähigkeit der Tumorzellen 
invasiv zu wachsen und das umliegende Gewebe zu infiltrieren und zu zerstören, 
ist dabei vor allem bedingt durch die Bindung an Elemente der Extrazellulären 
Matrix und deren lokale Proteolyse u.a durch MMPs. Um mögliche Erklärungen 
für die Veränderungen im Tumorwachstum und der Invasion finden zu können, 
wurden die Zellen deshalb weitergehend auf Veränderungen bei der Bildung von 
MMP-1 und Invasions- und Angiogenese- stimulierenden Faktoren (bFGF und 
VEGF) hin untersucht. 
Dabei zeigte sich, dass sowohl die Konzentration an MMP-1, als auch die Konzen-
tration an VEGF in den Zellüberständen und bFGF in den Zelllysaten bei IGFBP3-
Überexpression deutlich vermindert war. Zusammenhänge zwischen verminderten 
Wachstum, Invasivität und gleichzeitiger erniedrigter Genexpression von MMPs, 
VEGF und bFGF sind in der Literatur beschrieben und bieten Erklärungsansätze 
für die in dieser Arbeit aufgezeigten Veränderungen. 
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Um Rückschlüsse auf Veränderungen der Chemosensitivität bei Überexpression 
von IGFBP3 ziehen zu können, wurde im letzten Teil der Arbeit der Einfluss von 
dem Chemotherapeutikum Cisplatin auf das Zellwachstum untersucht. Resis-
tenz entwicklungen gegenüber Chemotherapeutika stellen ein zunehmend großes 
Problem in der Behandlung von Lungentumoren dar. So wird auch in der Litera-
tur der Einfluss der IGFBP3- Expression auf die Entwicklung von Resistenzen u.a. 
gegen Cisplatin kontrovers diskutiert. 
Grundlage für die Versuche zur Chemosensitivität dieser Arbeit war die Zugabe 
des „First line“ - Chemotherapeutikum Cisplatin sowohl in das Kulturmedium für 
weitere 2D-, als auch für 3D-Versuche. Dabei konnte gezeigt werden, dass es nach 
Zugabe von Cisplatin zu einem verminderten Wachstum aller Versuchsgruppen, 
insbesondere jedoch bei Überexpression von IGFBP3, kam. Insgesamt fiel sogar 
eine Verkleinerung der Sphären bei Überexpression von IGFBP3 im Vergleich zu 
beiden Kontrollgruppen auf. 
Die Ergebnisse zu IGFBP3 in dieser Arbeit und in der Literatur zeigen, dass IGFBPs 
durchaus eine Rolle bei der Entwicklung von Chemotherapie- Resistenzen beim 
Lungenkrebs spielen, auch wenn der Mechanismus dahinter noch nicht eindeutig 
geklärt ist. 
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit ein antiproliferativer Einfluss von 
IGFBP3 auf die Lungenkrebszellen der Zelllinie NCl- H1299 in vitro aufgezeigt 
werden. Es kam zu vielfachen Veränderungen der tumorgenen Eigenschaften, wie 
Wachstum, Invasion und Chemosensitivität, die eventuell therapeutisch genutzt 
werden könnten. IGFBP3 stellt demnach für die Forschung und Weiterentwick-
lung neuer Diagnose- und Therapiekonzepten bei NSCLC-Patienten ein durchaus 
interessantes Forschungsobjekt dar. Weitere Untersuchungen werden hilfreich 
sein, um ein noch besseres Verständnis über Zusammenhänge und Funktionswei-
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